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RESUMO

A deterioracdo de produtos carneos representa um desafio significativo para a
industria alimenticia, assim para aumentar a vida util desses produtos e reduzir a
necessidade de conservantes sintéticos, produtos naturais que apresentam atividade
antioxidante e antimicrobiana vém sendo estudados. O carvacrol e a capsaicina séo
compostos bioativos promissores, no entanto, sua aplicagdo direta enfrenta
limitagdes, desta maneira, a microencapsulagao surge como uma solugao tecnoldgica
para aumentar a estabilidade e a eficiéncia desses compostos. O objetivo deste
estudo foi produzir microcapsulas contendo carvacrol e capsaicina combinados para
uso na conservagdo de hamburguer durante o armazenamento. Para isto,
inicialmente, foi determinada a atividade antioxidante e antimicrobiana do carvacrol e
da capsaicina e ap6s foram produzidas microcapsulas pelo método de coacervagao
complexa usando como material de parede gelatina e goma arabica. Foram
produzidas e caracterizadas microcapsulas brancas (MB) e microcapsulas contendo
os compostos ativos (MC) e aplicadas nas formulagées de hamburgueres bovinos. Os
resultados demonstraram que o carvacrol possui potente atividade antimicrobiana in
vitro (CIM de 221 pg/mL) e a capsaicina tem forte acdo antioxidante (ICso = 29,066
pg/mL e 1Cso =3,463 pg/mL) pelo método DPPH e ABTS, respectivamente. As
microcapsulas (MC) apresentaram 38,57 yM de tamanho e os métodos analiticos
(CLAE e FTIR) comprovaram a presenga dos compostos ativos no material de recheio.
Na aplicagao de MC durante o armazenamento de hamburgueres sob refrigeracao, a
atividade de agua, cor, contagem total de bactérias nao sofreram alteragdes
significativas (p > 0,05). O pH dos hamburgueres formulados com microcapsulas (MB
e MC) e o controle sem microcapsulas aumentou ao longo do armazenamento (5,6
até 7,3). Na quantificagao das substancias reativas ao acido Tiobarbiturico ao final do
armazenamento demonstrou que os hamburgueres com ativos (MC) sofreram uma
protecdo antioxidante tardia devido a liberacdo controlada do carvacrol e da
capsaicina. Assim, a microencapsulacdo de carvacrol e capsaicina favoreceu sua
liberagao controlada contudo, nas concentragdes estudas o efeito protetivo microbiano
e lipidico, indicam a necessidade de avaliar concentragdes superiores dos ativos.

Palavras-chaves: compostos bioativos; microcapsula; coacervacido complexa;
gelatina; goma arabica.



ABSTRACT

The deterioration of meat products represents a significant challenge for the food
industry. Thus, to increase the shelf life of these products and reduce the need for
synthetic preservatives, natural products with antioxidant and antimicrobial activity
have been studied. Carvacrol and capsaicin are promising bioactive compounds;
however, their direct application faces limitations. In this way, microencapsulation
emerges as a technological solution to enhance the stability and efficiency of these
compounds. The aim of this study was to produce microcapsules containing combined
carvacrol and capsaicin for use in hamburger preservation during storage. For this
purpose, the antioxidant and antimicrobial activity of carvacrol and capsaicin was first
determined, and subsequently, microcapsules were produced by the complex
coacervation method using gelatin and gum arabic as wall materials. White
microcapsules (WM) and microcapsules containing the active compounds (AC) were
produced and characterized, and then applied to beef hamburger formulations.The
results showed that carvacrol has potent in vitro antimicrobial activity (MIC of 221
Mg/mL), and capsaicin has strong antioxidant action (ICso = 29.066 ug/mL and ICso
=3.463 ug/mL) by the DPPH and ABTS methods, respectively. The microcapsules (AC)
had a size of 38.57 uM, and analytical methods (HPLC and FTIR) confirmed the
presence of the active compounds in the core material. When AC was applied during
refrigerated hamburger storage, water activity, color, and total bacterial count did not
undergo significant changes (p > 0.05). The pH of hamburgers formulated with
microcapsules (WM and AC) and the control without microcapsules increased during
storage (from 5.6 to 7.3). The quantification of thiobarbituric acid reactive substances
at the end of storage demonstrated that hamburgers with actives (AC) experienced
late antioxidant protection due to the controlled release of carvacrol and capsaicin.
Thus, the microencapsulation of carvacrol and capsaicin favored their controlled
release; however, at the studied concentrations, the protective microbial and lipid

effects indicate the need to evaluate higher concentrations of the actives.

Keywords: bioactive compounds; microcapsule; complex coacervation; gelatin; gum

arabic.
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1 INTRODUGAO

A deterioracdo das matérias primas, insumos e produtos alimenticios € um
problema significativo para a industria de transformacdo. No caso de produtos
oriundos do processamento ou semi-processados, sua vida util pode ser estendida
com a adi¢ao de conservantes naturais ou artificiais (Sanchez et al., 2016). O uso de
conservantes quimicos, como BHT (hidroxitolueno butilado) e BHA (hidroxilanisol
butilado) sdo amplamente utilizados para controlar a atividade microbiana e oxidativa
em produtos de origem animal. Contudo, a crescente preocupagao da populagdo com
0s riscos a saude associados aos conservantes sintéticos, vem impulsionando
pesquisas em relacgdo a alternativas naturais aos aditivos artificiais com o objetivo de
garantir a qualidade e a seguranca dos alimentos (Alirezalu et al., 2020, Fernandes et
al., 2017).

Frente a isto, os produtos carneos sao alimentos de alto valor nutricional,
sendo considerados boas fontes de nutrientes essenciais, como vitaminas do
complexo B, ferro e proteinas contendo aminoacidos essenciais (Espinales et al.,
2024). Entretanto, € um alimento que possui uma alta atividade de agua e pH préximo
a neutralidade, tornando-se um meio rico para a proliferagédo de microrganismos. Além
disso, a presenca de lipidios favorece a ocorréncia de reag¢des oxidativas, resultando
em perdas sensoriais e nutricionais (Gomez et al., 2020; Ribeiro et al., 2019). Assim,
constitui-se um material que necessita o uso de aditivos para manutencao das suas
caracteristicas de identidade e qualidade (Pressman et al., 2017).

Entre os aditivos naturais, o carvacrol € um componente presente em 6leos
essenciais obtidos em algumas plantas como o orégano (Origanum vulgare) e o
tomilho (Thymus vulgaris) (Maczka et al., 2023). Esse composto fendlico tem sido
amplamente estudado como uma alternativa promissora aos conservantes sintéticos,
por suas propriedades antioxidantes e antimicrobiana de amplo espectro contra
patdgenos transmitidos por alimentos (Marinelli, Di Stefano e Cacciatore, 2018). A
capsaicina € um fitoquimico derivado da pimenta vermelha (Capsicum sp.) e exibe
varios efeitos biolégicos potencialmente benéficos, incluindo atividades antioxidantes,
anticancerigenas, anti-inflamatdrias e de regulacdo metabdlica (Akyuz et al., 2018; Lu
et al., 2020, Yang et al. 2020).

O carvacrol e a capsaicina sao compostos com propriedades antimicrobianas

e antioxidantes promissoras, mas apresentam limitagcdées quando expostos a altas
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temperaturas, luz e oxigénio (Beninca et al., 2024; Qiu, Xie e Mei, 2025). Além disso,
seu sabor e aroma intensos podem afetar negativamente as caracteristicas sensoriais
dos alimentos aos quais sdo adicionados, o que restringe seu uso direto como
conservantes naturais (Maharjan, Vasamsetti e Park, 2024; Wang; Wu, 2021).

Uma solugéo eficiente para superar essas limitagdes € microencapsular esses
compostos em uma ou mais camadas de materiais de revestimento, o que evita sua
interagdo direta com os componentes dos alimentos, aumenta sua estabilidade e
bioatividade, além de permitir a liberagdo controlada dos compostos (Gémez et al.,
2018). Essa técnica também ¢é eficaz para mascarar os odores e sabores intensos
associados ao carvacrol e a capsaicina (Franco et al., 2017; Vincekovic¢ et al., 2017).

O uso de compostos bioativos € eficaz na inibicado do crescimento de diversas
bactérias patogénicas e microrganismos deteriorantes, incluindo alguns que
compostos sintéticos ndo conseguem eliminar. Além disso, esses compostos trazem
beneficios com menos efeitos colaterais e possuem propriedades funcionais. No
entanto, muitas vezes é preciso utiliza-los em concentragdes mais altas para alcangar
o mesmo efeito que os aditivos comerciais, o que pode resultar em efeitos indesejados
no produto ou até mesmo em problemas de toxicidade (Ju et al., 2019).

A partir disso, € importante considerar o uso combinado de diferentes
compostos, visando um efeito sinérgico que permita obter maior eficiéncia em
concentragbes menores, mas ainda suficientes para evitar reagdes adversas (Pateiro
et al., 2018).

Neste contexto, pesquisas atuais vém demonstrando que a
microencapsulacao surge como uma estratégia tecnoldgica eficaz, proporcionando
maior protecdo, estabilidade, liberacdo controlada dos compostos bioativos e
potencializagcdo de sua eficacia mesmo em menores concentragdes, minimizando
impactos sensoriais e riscos de toxicidade (Huang et al., 2021). Além disso, a
microencapsulagao pode alterar caracteristicas fisico-quimicas de compostos como a
capsaicina, transformando seu carater lipofilico em hidrofilico, o que amplia sua
aplicabilidade em matrizes aquosas (Zhang et al., 2022).

Apesar dos avangos no uso de antimicrobianos naturais, ndo ha estudos que
avaliam o carvacrol e a capsaicina de forma combinada e microencapsulada.
Considerando que ambos apresentam reconhecidas atividades antioxidante e
antimicrobiana, sua aplicacdo pode representar uma alternativa natural aos

conservantes sintéticos amplamente utilizados em produtos carneos. Dessa forma,
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este estudo atende a demanda crescente por alimentos mais naturais e saudaveis e
explora uma lacuna cientifica relevante ao avaliar o uso conjunto e microencapsulado

desses compostos em matrizes carneas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso de microcapsulas de carvacrol e capsaicina combinados na

protecdo microbiana e oxidativa de hamburguer bovino.

2.2 Objetivos Especificos

e Definir a concentragéo inibitoria minima e a concentragao bactericida minima
da capsaicina e do carvacrol contra Staphylococcus aureus; Escherichia coli
e Salmonella Typhimurium;

e Testar o carvacrol e a capsaicina combinados para avaliacdo da atividade
antibacteriana frente a S. aureus; E. colie S. Typhimurium;

e Avaliar a capacidade antioxidante do carvacrol e da capsaicina isolados;

e Produzir pelo processo de coacervagao complexa e caracterizar fisico-
quimicamente as microcapsulas contendo carvacrol e capsaicina combinados
nas concentracbes mais adequadas para a expressao da atividade
antibacteriana e antioxidante;

e Determinar o pH, atividade de agua, cor, contagem total de bactérias, e
substancias reativas ao acido tiobarbiturico dos hamburgueres durante o

armazenamento refrigerado.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) € um composto bioativo encontrado em
plantas da familia Lamiaceae, sendo encontrado em maior concentragdo no orégano
(Origanum vulgare) e no tomilho (Thymus vulgaris). O 6leo essencial de orégano,
pode conter até 80% de carvacrol em sua composicdo (Krause et al., 2021,
Vinciguerra et al., 2019).

Este composto pertence a classe dos monoterpenos fendlicos e é derivado do
p-cimeno, apresentando formula molecular C,,H;,0, estrutura molecular apresentada
na Figura 1, massa molar de 150,217 g/mol e densidade de 0,83 g/L a 25°C (Sow et
al., 2017). Seu ponto de fusao é de 2 °C e seu ponto de ebulicdo é de 234 - 236°C,
apresenta-se em forma liquida de coloragdo amarelo claro, possui caracteristica
pungente e odor aromatico. Apesar de insoluvel em agua, € soluvel em solventes

organicos como etanol, acetona e éter dietilico (Gandova et al., 2023).

Figura 1 - Estrutura molecular do carvacrol

CHjs

OH
H3C

CHj

Fonte: Jeon et al. (2018)

A atividade antimicrobiana do carvacrol abrange um espectro diversificado de
microrganismos, incluindo bactérias patogénicas, fungos filamentosos e leveduras
(Marinelli, Di Stefano e Cacciatore, 2018). O mecanismo de agdo do carvacrol esta
relacionada a sua agdo danosa sobre as propriedades bioquimicas e estruturais dos
microrganismos, interferindo na permeabilidade celular, causando danos as
membranas e resultando na deterioragdo das células bacterianas (Calo et al., 2015).
Essa propriedade ¢é atribuida a presenca do grupo hidroxila (-OH) em sua estrutura
quimica, localizado na posicdo orto. Esta potente acdo bactericida se da
especialmente contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Maczka et al.,
2023).
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Segundo Araujo (2016), o mecanismo de agao do carvacrol esta relacionado
a sua natureza lipofilica, que permite sua inser¢gao na bicamada lipidica da membrana
citoplasmatica bacteriana. Essa insercdo desorganiza a estrutura da membrana,
aumentando sua permeabilidade e promovendo a liberagdo de componentes
intracelulares essenciais, como ions e ATP, comprometendo a viabilidade celular. A
presencga do grupo hidroxila (—OH) é fundamental para essa atividade, pois facilita a
formagao de liga¢des de hidrogénio com os fosfolipidios da membrana, intensificando
sua desestabilizagao. Ultee et al. (2002) demonstraram que essa desorganizagao leva
a perda do gradiente de pH e a interrupgcdo do transporte de proétons, afetando
diretamente o metabolismo bacteriano.

A incorporagéo do carvacrol em produtos alimenticios tem o potencial de
reduzir ou inativar patégenos transmitidos por alimentos (Memar et al., 2017; Beninca
et al., 2024). Estudos relatam valores de concentragao inibitéria minima (CIM) e
concentracado bactericida minima (CBM) do carvacrol majoritariamente entre 200 e
375 pg/mL, com variagdes entre espécies bacterianas. Para bactérias Gram-negativas
como Escherichia coli e Salmonella spp., os valores reportados variam entre 250 e
375 pg/mL (Asadi et al., 2023; Du et al., 2015; Miladi et al., 2016). Ja para
Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva, os valores sao ligeiramente
menores, variando de 200 a 250 pg/mL (Guarda et al., 2011; Shi et al., 2017).

O carvacrol apresenta potencial antioxidante, sendo capaz de neutralizar
radicais livres responsaveis por estresse oxidativo (Lovison, 2017). O potencial
antioxidante do carvacrol, esta associado a sua habilidade de doar atomos de
hidrogénio para espécies reativas, neutralizando-as e prevenindo danos oxidativos
(De Oliveira et al., 2021). Estudos recentes demonstram sua capacidade de eliminar
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, protegendo alimentos da oxidacéo lipidica
e evitando alteragbes sensoriais indesejadas (Ebhohimen et al., 2023; Rathod et al.,
2021).

Na industria de alimentos, essas propriedades sao essenciais para preservar
a qualidade de produtos, reduzindo a degradagéo microbiana, a oxidagao de lipidios,
proteinas, carboidratos e outras moléculas presentes em alimentos de origem vegetal
ou animal (Maddaloni et al., 2025). No entanto, o uso do carvacrol é limitado, pois as
concentracdes antimicrobianas e antioxidantes eficazes podem exceder os niveis
sensoriais aceitaveis, um possivel método para reduzir o impacto sensorial adverso e

diminuir a dose necessaria € usar associagdes sinérgicas (Jilani et al., 2025).
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3.2 Capsaicina

A capsaicina € um alcaldide natural extraido dos frutos do género Capsicum,
como pimentas vermelhas e pimentdes, e nomeada como (E)-N-[(4-hidroxi-3-
metoxifenil)metil]-8-metilnon-6-enamida, C1sH27NOs (Maharjan; Vasamsetti; Park,
2024). As pimentas, conhecidas por seu sabor picante, estdo entre os temperos e
aditivos alimentares mais populares e amplamente consumidos e usados em todo o
mundo (Alonso-Villegas et al., 2023).

A pungéncia caracteristica das pimentas vermelhas ¢é atribuida aos
capsaicinodides, metabdlitos secundarios presentes nesses frutos. A capsaicina, que é
o principal composto dos capsaicindides, destaca-se pelos inumeros efeitos bioldgicos
potencialmente benéficos, incluindo atividades antioxidantes, antimicrobianas,
anticancerigenas, anti-inflamatdérias e de regulacdo metabdlica (Akyuz et al., 2018; Lu
et al., 2020). Devido a suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, vem
tornando-se também, uma opg¢éo promissora para a conservagao de alimentos (Liu et
al., 2015; Si et al., 2021; Zhao et al., 2020).

A capsaicina € uma amida formada pela condensacao de vanililamina com
acido caprilico, pertencente a familia dos vaniloides. Esses compostos possuem uma
fracdo vanilil (4-hidroxi-3-metoxibenzil), responsavel por induzir sua atividade
bioldgica. Estruturalmente, a capsaicina € composta por um anel benzénico, uma
cauda hidrofébica de carbono e um grupo amida polar (Figura 2) (Al-Samydai et al.,
2019; Akyuz et al., 2018). Possui ponto de fusao de 65 °C e massa molar de 305,4
g/mol. E uma substancia incolor, cristalina e lipofilica, com solubilidade muito baixa
em agua, mas altamente soluvel em solventes organicos como etanol, éter, benzeno

e cloroférmio (Zhang et al., 2024).

Figura 2 - Estrutura molecular da capsaicina
HO
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Fonte: Sandu e Pandy (2024)
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A atividade antimicrobiana da capsaicina esta associada a diversos
mecanismos, incluindo a indugao de estresse osmoético, a destruicdo da membrana
celular, a inibicdo da expressdao de genes relacionados aos componentes
ribossébmicos e ao crescimento celular, além de sua capacidade de penetrar nas
células e causar toxicidade (Marini et al., 2015).

Com uma atividade antioxidante promissora a capsaicina pode inibir a
peroxidacao lipidica mediada por ferro e a oxidacdo dependente de cobre da
lipoproteina de baixa densidade, efeito atribuido a sua capacidade de formar
complexos com metais reduzidos e atuar como doadora de hidrogénio (Pérez-
Gonzalez et al., 2020). Além disso, a capsaicina € eficaz na prevencgao da oxidagao
do acido oleico em temperaturas de cozimento, bem como na formacido de
hidroperoxidos lipidicos decorrentes da autoxidagdo do acido linoleico (Rosa et al.,
2002).

Um estudo realizado por Gang et al. (2008) investigou e comparou os efeitos
antioxidantes do extrato de pimenta vermelha e da capsaicina. Os resultados
demonstraram que a capsaicina possui uma atividade antioxidante maior do que o
extrato de pimenta vermelha. Os autores atribuiram essa diferenca ao teor de
compostos fendlicos na capsaicina, na qual estdo associados a neutralizagdo de
radicais livres e na prevencao do estresse oxidativo. Esses resultados destacam a
relevancia da capsaicina como um composto bioativo de grande potencial.

Lu et al. (2020) destacam que, apesar das propriedades promissoras da
capsaicina, sua baixa solubilidade em agua e a tendéncia de causar sensagao de
queimacao e irritagao estomacal, limitam sua eficacia quando consumida por via oral.
Para contornar esses desafios, pesquisadores vém desenvolvendo sistemas
avancados de administracdo para melhorar a biodisponibilidade da capsaicina e
reduzir os efeitos adversos. Quando encapsulada, como em microcapsulas, a
capsaicina apresenta comportamento de liberagao controlada, o que potencializa sua
eficacia como agente antioxidante e antimicrobiano na conservacao de alimentos a

longo prazo (Soussi et al., 2025).

3.3 Combinagao de compostos bioativos

Diversos estudos vém sendo realizados para avaliar a acado entre a

combinacao de diferentes compostos bioativos. Em combinacdes, as interagdes entre
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os compostos podem levar a trés resultados primarios, ou seja, (i) aditividade, (ii)
sinergismo e (iii) antagonismo, nos quais os compostos que interagem exibem
atividade semelhante, mais forte e mais fraca, respectivamente, em comparagao com
seus perfis individuais combinados em uma dosagem equivalente (llyas et al., 2019).

Estudos recentes tém relatado que a aplicagdo de compostos bioativos deve
envolver o uso de altas concentragbes nos alimentos para atingir os mesmos efeitos
demonstrados in vitro. Entretanto, essas altas concentragdes podem alterar as
caracteristicas sensoriais dos alimentos e/ou causar toxicidade (Bukvicki et al., 2023).

Uma solugao eficiente para esta desvantagem € usar o efeito sinérgico das
combinagdes de diferentes compostos. Portanto, muitos pesquisadores se
concentraram em estudar os efeitos combinados dos compostos bioativos para
aumentar sua eficiéncia, diminuindo assim a dose efetiva (Chaachouay, 2025) e a
mitigacdo do impacto sensorial que pode afetar a qualidade organoléptica dos
alimentos (Ouedrhiri et al., 2017). De acordo com Vaou et al. (2022) o sinergismo
ocorre quando uma interagcao entre dois ou mais compostos resulta em um efeito
superior ao esperado com base em suas acoes individuais.

Pei et al. (2009) relataram efeitos sinérgicos de combinacdes pareadas de
carvacrol, eugenol e timol contra E. coli, enquanto Gallucci et al. (2009) encontraram
efeitos sinérgicos de mentol/timol e timol/eugenol contra S. aureus e B. cereus,
respectivamente, ao estudar combinacgdes pareadas de carvacrol, eugenol, mentol e
timol. Maksimova et al. (2016) a partir das caracteristicas de voltamogramas,
observaram indicagdes de interagdes sinérgicas entre a capsaicina e a vitamina E,
quercetina e acido ascorbico para a atividade antioxidante.

Apesar de seu potencial como composto funcional, a aplicagao da capsaicina
em alimentos enfrenta limitagdes significativas, como seu carater lipofilico, baixa
solubilidade em agua, irritacdo causada pela pungéncia, baixa biodisponibilidade e
estabilidade quimica reduzida (Feng et al., 2018). Ja o carvacrol apresenta como
limitagdes sua alta volatilidade, baixa solubilidade em agua, além de seu aroma e
sabor intensos e pungentes (Krause et al., 2021). Neste caso, a técnica de
encapsulacao surge como uma solugao eficaz para superar os desafios associados a
utilizacdo destes compostos, pois a partir dela é possivel minimizar caracteristicas
sensoriais indesejadas e possibilitar uma liberagao controlada (Cardoso et al., 2023;
Topor et al., 2024).
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3.4 Microencapsulagao por coacervagao complexa

A microencapsulagdo € uma técnica amplamente utilizada nas industrias
farmacéutica e alimenticia, com diversos objetivos. Entre seus principais objetivos,
destacam-se a protecao de compostos sensiveis contra fatores ambientais adversos,
como luz, calor e umidade, o controle e a liberagao controlada de compostos ativos e
a mitigacdo de sabores ou aromas indesejaveis e a modificagdo de texturas (Lam e
Gambari, 2014; Ye; Georges; Selomulya, 2018).

O processo de microencapsulagao consiste no revestimento de um composto
ativo com um material, formando particulas capazes de protegé-lo. A substancia
encapsulada é chamada de “nucleo” e constitui de 30 a 99% do peso total da capsula,
e o polimero que envolve a capsula € chamado de “parede”. O material da parede
geralmente € insoluvel e nao reativo com o material do nucleo (Napiérkowska e Kurek,
2022). Esse método resulta em particulas de tamanhos que variam desde a escala
nanomeétrica até a milimétrica (Souza et al., 2018).

Diversas técnicas séo aplicadas na produgao de microcapsulas, sendo que as
mais utilizadas sao: a secagem por pulverizagao (Zhang et al., 2022), a liofilizagao
(Santos-Silva et al., 2022) e a coacervagao complexa (Eghbal e Choudhary, 2018;
Napiorkowska et al., 2023; Santos et al., 2015). Entre essas, a coacervagao destaca-
se como uma das abordagens mais eficazes para o micro e nanoencapsulagao,
especialmente na industria de alimentos. Esse método é amplamente reconhecido por
sua simplicidade, baixo custo, escalabilidade e alta reprodutibilidade, além de permitir
a realizagao do processo em baixas temperaturas, preservando compostos sensiveis
ao calor e garantindo altos niveis de eficiéncia na encapsulacédo de diversos
ingredientes alimentares (Timilsena et al., 2019).

A coacervacao complexa ocorre quando dois polimeros com cargas opostas
sao combinados em um pH especifico, promovendo a separagdao de fases e
originando particulas insoluveis em agua. Na encapsulagdo de ingredientes
alimenticios, esse método emprega, predominantemente, como biopolimeros de
proteinas e polissacarideos, que interagem de maneira complementar para criar uma
camada envolvente ao redor do material do nucleo (Singh et al., 2016).

O processo de coacervacido complexa ocorre por meio da interagao
eletrostatica entre polimeros com cargas opostas. Além disso, é caracterizado por um

sistema trifasico que envolve o solvente, o material ativo e o material de revestimento.
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Geralmente, ele ocorre em quatro etapas principais: (a) preparo de uma solugao
aquosa contendo dois ou mais polimeros, realizada em condigbes acima da
temperatura de gelificagcdo e do ponto isoelétrico da proteina; (b) adicdo de uma fase
hidrofébica a solugdo aquosa do polimero, usualmente uma proteina, seguida de
homogeneizagao para formar uma emulsao estavel; (c) ajuste do pH e da temperatura
para niveis especificos que induzem a coacervagao e promovem a separagao de
fases; e (d) endurecimento das matrizes poliméricas utilizando baixas temperatura,
agentes de dessolvatagdo ou reticuladores (Fu et al., 2025) conforme esquema

mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Esquema ilustrativo do processo de coacervagao complexa para encapsulamento de
ingredientes ativos

Mudanga de pH,
temperatura ou
adicdo de sal

Nucleo disperso em Adic3o da solucéo Interagdo entre Endurecimento/
solugao aquosa de aquosa de polimero os ions Reticulagéo
polimero aniénico catibnico

@ Secagem

Cépsula seca

Coacervado com
nucleo no centro

Fonte: Adaptado de Timilsena et al. (2019)

O processo inicial resulta na formacao de particulas extremamente pequenas
de coacervado, conferindo uma aparéncia turva a solugéo previamente transparente,
essa fase €& denominada microcoacervacdo. Conforme o processo avanga, as
microparticulas comegam a se unir, formando particulas maiores, que possuem maior
densidade e tendem a se depositar no fundo do recipiente. Esse estagio,
caracterizado pela formacido de duas fases visiveis no sistema, € conhecido como
macrocoacervacéao (Timilsena et al., 2019).

No método de coacervacdo complexa, a formagdo do coacervado ocorre
devido a redugdo da energia eletrostatica livre promovida pelas interagbes entre
polimeros. Esse mecanismo depende das condicbes do meio, como o pH, que deve

estar abaixo do ponto isoelétrico do biopolimero, a razao nucleo:parede e o tipo de
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composto ativo a ser encapsulado. A intensidade de agitacdo também é determinante,
pois controla o tamanho das goticulas formadas e, consequentemente, o didmetro
final das microcapsulas. Como resultado, obtém-se uma estrutura encapsulada em
que o material ativo permanece confinado no nucleo, protegido por uma camada de
parede polimérica (Napiérkowska e Kurek, 2022).

Os materiais de parede mais utilizados na coacervagdo complexa sao a
gelatina (GE) e goma arabica (GA). Nesse sistema, o mecanismo € sustentado pela
atracao entre os grupos amino protonados da gelatina (NH;*) e os grupos carboxilato
carregados negativamente da goma arabica (COO~). Durante o processo, as goticulas
contendo o nucleo sédo recobertas gradualmente por essa fase coacervada, que
posteriormente €& estabilizada por resfriamento ou reticulagdo, originando
microcapsulas estruturadas e estaveis (Napiérkowska e Kurek, 2022).

A gelatina utilizada nesse sistema corresponde ao tipo A, a qual é obtida por
hidrolise parcial do colageno em condigdes acidas. Esse tipo de gelatina apresenta
ponto isoelétrico mais elevado e, portanto, permanece carregada positivamente em
intervalos de pH inferiores a 9, condigdo na qual favorece a interacao eletrostatica
com a goma arabica. Essa caracteristica torna a gelatina tipo A adequada para
processos de coacervagao com polissacarideos anidnicos, garantindo maior eficiéncia
na formagdo da matriz encapsulante e melhor estabilidade da estrutura formada
(Napiorkowska e Kurek, 2022).

A goma arabica complementa esse sistema atuando como polimero aniénico,
devido a sua elevada densidade de cargas negativas e a presenga de fragdes de
arabinogalactano e glicoproteinas. Suas propriedades de emulsificagao, permitem a
encapsulacao eficaz de ingredientes ativos, especialmente os volateis, como o
carvacrol. Sua baixa viscosidade em solugao e capacidade de formar filmes protetores
reforcam sua eficiéncia como material de parede, contribuindo para a estabilidade e
funcionalidade das microcapsulas obtidas (Shaddel et al., 2018).

Dentre as varias técnicas de encapsulagcdo de capsaicina e carvacrol, a
coacervagao complexa destaca-se pois possibilita ajustes nas condigdes de
processamento, como pH, temperatura e relacdo entre os biopolimeros utilizados,
tendo em vista que tanto a capsaicina quanto o carvacrol apresentam baixa
solubilidade em agua e sensibilidade a altas temperaturas (Sun et al., 2022; Xing,
Cheng, Yi, 2006).
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Os estudos mais recentes que exploraram o uso do método de coacervagao
complexa para a microencapsulacgéao individual do carvacrol e da capsaicina, utilizando

diferentes combinacdes de polimeros estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Estudos recentes sobre a microencapsulagao pelo método de coacervagao
complexa do carvacrol e da capsaicina

Composto Polimeros Referéncia
Capsaicina Gelatina, acacia e taninos Xing, Cheng, Yi,
2006
Capsaicina Gelatina e goma arabica Kim, Nam, Bae, 2017
Capsaicina Gelatina e acacia Jincheng, Xiaoyu,
Sihao, 2010
Capsaicina Quitosana e carboximetilquitosana Cui et al., 2022
Carvacrol Isolado de proteina de soro de leite (WPI) e Guo et al., 2022
pectina de alto metoxil (HMP)
Carvacrol Lactoferrina e B-lactoglobulina Nehme et al., 2025
Carvacrol Isolado de proteina de farinha de noz (WMPI) e Sun et al., 2022

goma arabica (GA)
Fonte: Autoria prépria (2025)

Kim, Nam e Bae (2017) avaliaram as propriedades fisico-quimicas e
sensoriais do queijo Gouda suplementado com microcapsulas de capsaicina. Os
autores relatam a obtenc¢ao de particulas com diametros de aproximadamente 50 um
com formato esférico regular e superficie lisa. Ja no estudo de Sun et al. (2022)
microcapsulas contendo carvacrol por meio do método de coacervacido complexa,
foram preparadas, caracterizadas e avaliadas quanto a sua atividade biofuncional,
resultando em particulas com tamanho médio de 43,2 um e eficiéncia de
encapsulamento de 89,87%. Esses resultados evidenciam a eficacia da coacervagao
complexa como técnica de microencapsulagao para os compostos em estudo.

A microencapsulagao de compostos bioativos tem sido amplamente estudada
como uma estratégia para aumentar a estabilidade e bioatividade (Quero et al., 2021).
O carvacrol e a capsaicina sdo compostos fendlicos com atividade antimicrobiana e
antioxidante comprovada como citado anteriormente nos itens 3.1 e 3.2. No entanto,
a aplicacao conjunta desses compostos microencapsulados ainda nao foi explorada
na literatura. Assim, este estudo busca propor uma abordagem inovadora para
substituir conservantes sintéticos por ativos naturais avaliando sua combinacéo,

garantindo maior seguranca e estabilidade oxidativa aos alimentos.
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Além disso, a técnica de microencapsulagéo por coacervagao complexa se
destaca como uma das mais eficientes para a incorporacdo de compostos
hidrofébicos, como € o caso da capsaicina e do carvacrol (Muhoza et al., 2022). Essa
eficacia esta relacionada a formagédo de regides hidrofobicas dentro da matriz
encapsulante, capazes de capturar e reter esses compostos com elevado grau de
protecao (Muhoza et al., 2019). Esse método resulta em um material em p6 com baixa
quantidade de 6leo superficial, favorecendo a formagao de uma membrana interfacial
espessa que contribui para maior estabilidade frente a oxidacao.

A lecitina de soja foi um composto empregado no nucleo das microcapsulas,
pois atua como agente emulsificante capaz de promover a dispersao e a estabilizagao
de compostos lipofilicos como a capsaicina e o carvacrol. Sua acéo esta relacionada
a natureza molecular, que apresenta uma porc¢ao lipofilica, composta por cadeias de
acidos graxos, e uma porcao hidrofilica, representada por grupos fosfatos. Essa
dualidade permite a lecitina reduzir a tensao interfacial entre fases imisciveis,
favorecendo a formacdo de emulsbes estaveis e, consequentemente, o

encapsulamento eficiente da capsaicina (Xue e Zhong, 2014).

3.5 Produtos carneos

O Regulamento da Inspecgao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) conceitua as carnes como “as massas musculares e os demais
tecidos que as acompanham, incluida ou ndo a base d&ssea correspondente,
procedentes das diferentes espécies animais, julgadas aptas para o consumo pela
inspegao veterinaria oficial”. De acordo com a literatura, a definicao de carne abrange
nao apenas os produtos in natura, mas também os produtos processados, conhecidos
como produtos carneos (Brasil, 2017).

Os alimentos carneos processados passam por transformacdes fisicas ou
quimicas que visam aumentar sua aceitagao pelo consumidor e ampliar o tempo de
conservacgao. Entre esses produtos, o hamburguer se destaca, pois tornou-se parte
do padrao alimentar dos brasileiros. Uma pesquisa publicada em 2019 mostrou que
68,7% dos participantes afirmaram consumir hamburguer com frequéncia (Vessoni;
Piaia; Bernardi, 2019). Segundo o RIISPOA hamburguer é “o produto carneo obtido
de carne moida das diferentes espécies animais, com adigdo ou nao de ingredientes,
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moldado na forma de disco ou na forma oval e submetido a processo tecnoldgico
especifico” (Brasil, 2017).

Os hamburgueres de carne bovina apresentam caracteristicas fisico-quimicas
essenciais para assegurar sua qualidade e seguranga microbiolégica. O pH tipico
varia entre 5,3 e 5,9 (Dilek, 2025), enquanto a atividade de agua situa-se entre 0,96 e
0,98 (Nascimento, 2025), condi¢cdes que influenciam diretamente a estabilidade do
produto e o crescimento microbiano. A contagem bacteriana total deve permanecer
inferior a 10°-10® UFC/g (El-Hawary, 2025), garantindo conformidade com padrbes
sanitarios e prolongando a vida util. Quanto aos atributos de cor, parametros
instrumentais indicam valores de luminosidade (L*) entre 39 e 56 e intensidade de
vermelho (a*) entre 14,5 e 44, sendo que o a* acima de 14,5 é relevante por conferir
ao hamburguer a aparéncia vermelha caracteristica (Dilek, 2025), associada a sua
qualidade e aceitabilidade sensorial. Esses valores em conjunto refletem um produto
com boa estabilidade, seguranga e atributos visuais desejaveis ao consumidor.

As carnes sao uma boa fonte de nutrientes, como proteinas de alta qualidade,
acidos graxos e varios micronutrientes, incluindo ferro, zinco, selénio, vitamina D e
B12 (Salter, 2018). Além de possuir uma composicao complexa, rica em lipidios
saturados e insaturados, pigmentos e outros componentes que apresentam alta
suscetibilidade as reagdes de oxidacao (Lorenzo et al., 2019). Essas reagdes sao
intensificadas por processos como corte, moagem e trituragdo, na qual rompem as
membranas musculares, expondo os acidos graxos insaturados a substancias proé-
oxidantes, como o ferro liberado da proteina heme (Pereira et al., 2017).

No estudo realizado por Eskander e Taher (2023) que avaliou o 6leo de
semente de pimentdo doce (Capsicum annuum L.) aplicado em hamburgueres
bovinos, os resultados indicaram uma redugéo significativa na oxidagao lipidica ao
longo de dez dias de armazenamento refrigerado, sem alteracbes sensoriais
significativas. Esses resultados reforcam a aplicacdo de compostos bioativos na
conservacao de produtos carneos. A incorporacdo desses compostos ndo apenas
potencializa a atividade antimicrobiana e antioxidante, mas também contribui para a
melhoria da estabilidade oxidativa e microbiologica, promovendo alternativas naturais

aos conservantes sintéticos.
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3.5.1 Oxidacgao lipidica

Os lipidios desempenham um papel importante na qualidade dos produtos
carneos, influenciando diretamente suas propriedades organolépticas, como textura,
aroma, sabor e cor. No entanto, durante o processamento e o armazenamento, os
lipidios podem sofrer oxidacao, resultando na perda de valor nutricional e na formacéao
de off-flavors (Pereira et al., 2017).

A oxidacao é um dos maiores desafios enfrentados pela industria de alimentos
no que diz respeito ao aumento da vida util de produtos carneos (Ribeiro et al., 2019).
Neste contexto, a oxidagao lipidica refere-se a reagcdes quimicas em que os acidos
graxos insaturados reagem com o oxigénio, resultando na formagao de compostos
como aldeidos, cetonas, alcoois, furanos, hidrocarbonetos e acidos, na qual sao
responsaveis pela rancidez oxidativa de alimentos deteriorados, comprometendo sua
qualidade (Fennema; Damodaran; Parkin, 2010; Sainsbury et al., 2016). Esse
processo € considerado autocatalitico, pois os produtos formados nas etapas iniciais
podem acelerar a reagao ao atuarem como catalisadores (Borges et al., 2011).

Ainda, a oxidacao lipidica € um fenbmeno que impacta diretamente no valor
comercial, na qualidade, na aceitacéo e na estabilidade da carne e de seus derivados,
exigindo estratégias eficazes para sua preveng¢ao. Uma das abordagens mais comuns
€ a utilizacdo de compostos antioxidantes, que atuam para inibir ou retardar esse

processo oxidativo (Bhat et al., 2024).

3.5.2 Antioxidantes naturais e sintéticos

Nos Uultimos anos, os habitos alimentares da populacdo mudaram
significativamente, influenciados por fatores como urbanizagdo, industrializagéo,
reducdo do tempo disponivel para o preparo e consumo de alimentos, além da
crescente demanda por produtos praticos e de rapido preparo. Nesse contexto, o
hamburguer ganhou popularidade por sua praticidade, atendendo as demandas do
estilo de vida moderno, especialmente nos grandes centros urbanos (Mendonca,
2023).

Apo6s a pandemia, os consumidores tém demonstrado maior preocupacgao
com a saude, o que tem influenciado suas escolhas, priorizando alimentos funcionais

e opgdes mais saudaveis (Nguyen et al., 2022). Nesse cenario, a industria tem
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adotado estratégias focadas na reformulagado de produtos, com a incorporagao de
ingredientes benéficos a saude e a redugao de componentes sintéticos (Paglarini et
al., 2018).

A Instrugcdo Normativa n°® 51/2006 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) regulamenta o uso de antioxidantes em produtos carneos,
determinando um limite maximo de 0,01 g/100 g (100 ppm) de BHT ou BHA. Apesar
dessa regulamentacédo, estudos apontam que o consumo continuo de antioxidantes
sintéticos, mesmo em quantidades permitidas, pode levar a sua acumulacdo no
organismo ao longo da vida, representando um fator de risco para o desenvolvimento
de Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNTs) (Fernandes et al., 2018; Pateiro et
al., 2018).

O uso de antioxidantes naturais pode ser considerado uma das principais
estratégias para controlar e reduzir a oxidacdo de lipidios, proteinas, além de
auxiliarem na inibicao do crescimento microbiano, contribuindo para a preservagao e
aumento da vida util de produtos carneos (Hadidi et al., 2022). Estudos indicam que,
em alguns casos, o efeito dos antioxidantes naturais pode superar os efeitos dos
antioxidantes sintéticos (Oswell; Thippareddi; Pegg, 2018).

Nesta abordagem, microcapsulas com compostos bioativos vém sendo
utilizadas para preservar produtos carneos, melhorando sua estabilidade oxidativa e
microbiolégica e prolongando a vida util. Estudos recentes analisam os efeitos da
microencapsulacdo na conservagao de produtos carneos, considerando oxidacao
lipidica, contagem microbiana e qualidade sensorial. A Tabela 2 reune algumas

pesquisas que investigaram essa aplicagdo em hamburguer bovino.

Tabela 2 - Estudos recentes sobre microcapsulas contendo compostos bioativos aplicados a
conservacgao de hamburguer bovino

Ingredientes Ativos Método de Principais conclusdes Referéncia
Microencapsulagéao
Oleo essencial de Secagem por Eficacia significativa contra Radinz et al,.
tomilho (Thymus atomizacgao Escherichia coli, Salmonella e 2020.
vulgaris) Staphylococcus aureus e
potencial antioxidante.
Oleo essencial de Secagem por Conservante eficaz, reduzindoa Mehaya et al,.
orégano (Origanum atomizagao contagem microbiana e 2024.
vulgare) prolongando a vida util durante o
armazenamento refrigerado.
Oleo essencial de Gelificagao ibnica Melhoramento da vida util e Ghaderi-
tomilho (Thymus liberacao controlada, mantendoa  Ghahfarokhi
vulgaris) atividade antioxidante e et al.,2016

antimicrobiana durante o
armazenamento.
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Acido galico Coacervacgao Reducao da oxidagéao e inibigao Asghari-
complexa de microrganismos deteriorantes Varzaneh et
durante o armazenamento. al., 2024
Oleo de figado de Gelificagao ibnica Alta estabilidade, reducao da Morsy e
bacalhau oxidacao e boa aceitagao Elsabagh,
sensorial sem o sabor indesejado 2021
do dleo.
Bagaco de uva Liofilizacao Melhoramento da estabilidade Dos Santos
processado (Vitis oxidativa e maior estabilidade na Silva et al.,
labrusca. Isabella Var) cor dos hamburgueres. 2022.

Fonte: Autoria prépria (2025)

Nos estudos descritos por Mehaya et al. (2024) e Radunz et al. (2020), foram

microencapsulados os 6leos essenciais de Origanum vulgare L. e Thymus vulgaris

respectivamente, ambos compostos majoritariamente por carvacrol. Os autores

atribuiram a atividade antimicrobiana a esse composto, na qual foi responsavel por

alterar a permeabilidade da membrana celular, mantendo a qualidade microbiologica

e prolonga a vida util, bem como melhora as propriedades organolépticas da durante

0 armazenamento.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais

A infraestrutura, bem como os materiais, equipamentos e reagentes
necessarios para a execucao das analises descritas neste trabalho foram
disponibilizados pela Universidades Tecnologica Federal do Parana campus Francisco
Beltrdo (UTFPR-FB) e parte dos recursos financeiros foram oriundos da aprovagao
em edital misto celebrado entre a Unidade Mista de Pesquisa e Transferéncia de
Tecnologia (UMIPTT)/Embrapa e UTFPR-FB.

As microcapsulas foram liofilizadas no Laboratério Central Analitica
Multiusuario (CEANMED) da UTFPR - Medianeira. As imagens de microscopia
eletrbnica de varredura foram realizadas no Laboratério Multiusuario (LabMult) da
UTFPR - Londrina. As analises de infravermelho com transformada de Fourier foram
feitas no Laboratério Central Analitica Multiusuario (CAMulti) da UTFPR - Campo
Mouréo.

Para os ensaios antibacterianos foram utilizadas cepas padrao de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028). Os compostos em estudo foram a capsaicina (96,54%
de pureza) adquirida da Global Merchants e o carvacrol (98% de pureza) da (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos). Como reagentes foi utilizado a ampicilina (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos), e o meio de cultura caldo Mueller Hinton (MHI) (Himedia, india). As
analises foram conduzidas no laboratério de microbiologia da UTFPR-FB.

Os reagentes utilizados para a avaliacdo da atividade antioxidante e da
estabilidade oxidativa foram o DPPH*, ABTS"*, acido tricloroacético e 2,6-di-terc-butil-
4-metilfenol (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), alcool etilico absoluto (Vetec, Brasil),
agua deionizada e persulfato de potassio (Vetec, Brasil). Para a preparacado das
microcapsulas foi utilizado a gelatina do tipo A (Gelita, Brasil), goma arabica
(Dinémica, Brasil), Miglyol ® 812 (Sasol, Alemanha) e lecitina (Thermo Scientific,

Holanda).
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4.2 Métodos

4.2.1 Determinagao da concentracéo inibitoria minima (CIM)

A CIM foi determinada por meio da técnica de microdiluicdo em caldo descrito
por Fieira et al. (2013) com adapta¢des em microplaca de 96 pogos frente as cepas
de S. aureus; E. coli e Salmonella Typhimurium. As solugbes-estoque da capsaicina e
do carvacrol foram preparadas em acetona e em etanol, respectivamente, nas
concentracbes de 31 mM e 30 mM. Diluigdes seriadas dos compostos foram
realizadas em agua estéril e as concentragdes estudadas foram 31-0,96 mM para a
capsaicina e 31-0,05 mM para o carvacrol. Posteriormente, nos pogos contendo
capsaicina, foi adicionada uma solugéo de 2% (v/v) DMSO em agua estéril. A
ampicilina (100 uM) foi diluida em agua destilada estéril e as concentra¢des avaliadas
variaram de 100 a 0,19 uyM. Os ensaios para os compostos isolados e combinados

foram realizados em duplicata.

4.2.1.1 CIM dos compostos puros

A partir das solugdes estoques foi realizada a montagem da microplaca de 96
pocos de fundo chato estéril, disposta em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H),
conforme apresentado na Figura 4. As colunas 1 a 6 foram destinadas a diluigao
seriada do carvacrol, com concentragdes variando de 3000 a 5,89 yM, enquanto as
colunas 7 a 12 foram utilizadas para a diluicdo da capsaicina, na faixa de 3089,28 a
96,84 uM. O gradiente de concentracéo foi disposto de forma decrescente.

Pocgos contendo compostos controle conforme descrito no item 4.2.1.2 foram
incluidos apenas nas placas referente a analise dos compostos isolados, sendo estes
controles: controle positivo de crescimento (agua + indculo), controle de esterilidade
do meio (caldo MHI), controles de solventes e controle com antibidtico. Para os
ensaios, cada poco recebeu 10 uL da solugdo do composto e 90 pyL da suspensao

bacteriana padronizada e diluida a 105 UFC.mL"".
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Figura 4 - Montagem da microplaca para determinagao da CIM dos compostos puros

Concentracao carvacrol (3000 - 93,75uM)

LEGENDA

Concentragao capsaicina (3089,28- 96,54 uM)

Fonte: Autoria prépria (2025)

Apds a montagem, a microplaca foi incubada a 37 °C por 24 horas sob
agitacado constante de 190 rpm em agitador orbital (shaker). Em seguida, os pogos
que apresentaram inibigdo do crescimento microbiano, ou seja, que nao
apresentavam turbidez, foram estriados em agar Mueller-Hinton com auxilio de uma
alca descartavel estéril de 1 pL e incubados a 37 °C por 24 horas em modo estatico
para determinagédo da concentracao bactericida minima (CBM).

Posteriormente ao estriamento, aplicou-se um método colorimétrico como
indicador de crescimento microbiano na microplaca de 96 pogos para confirmacao da
CIM. Para isso, foram adicionados 30 pL da solug¢ao de resazurina (0,01%) em cada
poco, e as placas foram reencubadas por 2 horas a 37 °C sob agitagao constante de
190 rpm em agitador orbital (shaker). Assim, a coloragao azul no pogo indica auséncia
de crescimento (atividade inibitdria), enquanto a coloragéo rosa indica crescimento
bacteriano, confirmando a CIM inicial. O pogo que manteve a coloragao azul na menor
concentragéo testada foi considerado a concentragao inibitéria minima (CIM (Silva et
al., 2018).

4.2.1.2 CIM dos compostos combinados

O potencial sinérgico do carvacrol e da capsaicina na expresséo da atividade
antibacteriana foi avaliado em diferentes combinacdes de concentragcdes desses
compostos, utilizando a técnica de diluicdo seriada descrita no item 4.2.1. As

concentragdes de carvacrol (5,89 a 3000 uM) foram distribuidas horizontalmente nas
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colunas da microplaca (1 a 12), enquanto as concentragbes de capsaicina (96,84 a
3089,28 uM) foram dispostas verticalmente nas linhas (A a H), conforme representado
na Figura 5.

Em cada poco foram adicionados 10 pL de carvacrol, 10 uL de capsaicina e
80 pL do indculo bacteriano. Os controles foram aplicados da seguinte forma: o
controle positivo foi composto por 10 uL de ampicilina e 90 uL do indculo bacteriano;
o controle de solvente, por 20 pL da solugdo de agua com 2% de DMSO e 80 uL do
in6culo bacteriano; e o controle negativo 100 pyL de caldo Mueller-Hinton estéril, sem

adicao de in6culo e 100 pL de agua estéril para controle de esterilidade.

Figura 5 - Montagem da microplaca para determinag¢ao da CIM dos compostos combinados

Concentragdo carvacrol 3000 a 5,89 pM)

1 2 3 4 5 6 7 8 8 1011 12 LEGENDA
Agua

. Capsaicina + Carvacrol
Agua + Indculo
Caldo MHI
Antibidtico

. Agua + 2% DMSO

. Acetona

Concentracgdo capsaicina (3089,28 a 96,84 uM)

AnbiGtico (100-0,19 M)
Fonte: Autoria prépria (2025)

Apos a montagem, a microplaca foi incubada a 37 °C por 24 horas sob
agitacdo constante a 190 rpm em shaker. A identificacdo da CIM e da CBM foi
realizada conforme a determinacao para os compostos puros descrito no item 4.2.1.1.
Para classificar qualitativamente o efeito, foi utilizada a metodologia proposta por
Ouedrhiri et al. (2017) empregando a Equagéo 1:

IFICI = FIC (A) + FIC (B) (1)

MIC (A) em combinagio
MIC (A)sozinho

MIC (B) em combinagio

Onde: FIC (4) = MIC (B)sozinho

e FIC (B) =

Quando os valores de XFICI forem: 0,5 = sinergismo; 0,5 — 0,75 = sinergismo
parcial; 0,76 — 1,0 = aditivo; 1,0 — 4,0 indiferente (n&o-interativo) e > 4,0 = antagonismo
(Ouedrhiri et al., 2017).
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4.3 Determinagao da capacidade antioxidante
4.3.1 Método do sequestro de radicais livres DPPH

A capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil foi realizada
conforme adaptacdo da metodologia descrita por Sousa et al. (2007). Foi preparado
solucdes estoques de carvacrol e capsaicina em etanol absoluto na concentragao de
0,025 g.mL-'. Em seguida, preparou-se diluigdes sucessivas em etanol 99,9% nas
concentrages de (100; 200; 400 e 800 ug.mL") e (2000, 3000, 4000, 5000, 6000
ug.mL") para a capsaicina e carvacrol, respectivamente. Aliquotas de 0,5 mL de cada
diluicao foram adicionadas a 4,5 mL da solugdo de DPPH em etanol e incubadas em
repouso € ao abrigo da luz por 1 hora. As leituras de absorbancia foram realizadas a
um comprimento de onda de 515 nm em triplicata.

A porcentagem de inibigdo do radical foi calculada a partir da Equacéao 2 de
Rufino et al (2007), onde Abs controle é a absorbéancia do controle em t = 0 min e Abs

amostra é a absorbancia do antioxidante emt=1 h:
(Abscontrole - Absamostra) " (2)

100
Abscontrole

Inibicao (%) =

A partir dos valores de percentual de inibicdo foi plotado grafico da
porcentagem de inibicdo em fungdo da concentracdo da diluicdo e através da
regressao linear foi calculada a concentragéo inibitéria 1Cso (ug/mL), valor que estima

a concentragao de antioxidante necessaria para inibir 50% do radical DPPH.
4.3.2 Método do sequestro de radicais livres ABTS™

A determinagéo da capacidade antioxidante de sequestro de radicais (ABTS™)
foi realizada utilizando o método descrito por Rufino et al. (2007), com adaptagdes. O
radical ABTS"* foi obtido a partir de uma solucao estoque de ABTS e uma solucao de
persulfato de potassio, sendo a mistura reacional pré-incubada no escuro por 16
horas. Ajustou-se a solugdo de ABTS™ para uma absorbéancia de 0,70 £ 0,05 a 734
nm em espectrofotdmetro, por meio de diluicdo em etanol absoluto.

Foi preparado solugdes estoques de carvacrol e capsaicina em etanol
absoluto na concentragdo de 0,0025 g.mL-'. Em seguida, preparou-se diluigdes
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sucessivas em etanol 99,9% nas concentragdes de (156,25; 312,5; 625; 1250 ug.mL-
) e (312,5; 625; 1250; 1875; 2500 pg.mL') para a capsaicina e carvacrol,
respectivamente. Em seguida, aliquotas de 40 uL da amostra diluida foram misturadas
a 4 mL da solugao diluida de ABTS. A mistura reacional foi incubada por 6 minutos a
temperatura ambiente e a absorbancia foi medida a 734 nm. A porcentagem de

inibicdo do radical ABTS"* foi calculada conforme procedimento descrito no item 4.3.1.
4.4 Producgao das microcapsulas

A gelatina e a goma arabica na concentragdo de 2,5% (m/v) foram
solubilizadas separadamente em 250 mL de agua destilada estéril e mantidas sob
agitacdo magnética branda a temperatura ambiente por 24 horas. Apos,
separadamente foram aquecidas a 50 °C em banho-maria sob agitagao constante por

20 minutos, conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - Gelificagao parcial dos polimeros: gelatina e goma arabica, respectivamente
— b * 5

As concentracbes dos compostos ativos foram estabelecidas a partir dos
valores de CIM, utilizando-se carvacrol (14,70 mM) e capsaicina (7,72 mM). Para a
formulagdo das microcapsulas contendo compostos ativos (MC), foi preparada uma
microemulsdo composta por 0,012 g de capsaicina, 0,011 g de carvacrol, 0,52 g de
lecitina de soja como surfactante e 2,5 g de Miglyol® 812 compondo estes a fase
oleosa e a solugéo de gelatina como fase aquosa. A fase oleosa foi adicionada sob
agitacdo magnética a solugdo de gelatina a 50°C por 10 min e em seguida
homogeneizada usando homogeneizador modelo D-500 (Dragon Lab), em 24.000 rpm
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por 2 minutos. Para a formulagao das microcapsulas brancas (MB) foi preparado uma
solugao contendo Miglyol ® 812 e lecitina de soja nas mesmas quantidades de MC.

A emulsdo obtida foi adicionada a 400 mL de agua destilada a 50 °C sob
agitacdo magneética constante e em seguida foi adicionado a solugdo de goma arabica
a 50 °C. A disperséo resultante foi mantida sob agitagao branda e o pH da mistura foi
ajustado para 4,0 com auxilio da solug&o de acido cloridrico 0,1 mol-L™".

As particulas formadas foram resfriadas gradualmente até 30°C e,
posteriormente, submetidas a imersdo em banho de gelo até atingirem 4°C,
favorecendo a solidificagdo das microcapsulas. Por fim, as microcapsulas foram
submetidas a lavagem por substituicdo de agua, congelamento e liofilizagdo em
liofilizador de bancada L-101 (LIOTOP, Brasil).

4.5 Caracterizacao das microcapsulas

4.5.1 Microscopia 6ptica

Para avaliacdo da morfologia, as microcapsulas MB e MC foram analisadas
por microscopia Optica. Para isso, duas gotas da suspensado foram depositadas
diretamente sobre uma lamina de vidro e observadas em microscépio Optico
DMS500(LEICA, Alemanha), utilizando objetivas de 4X e 10X.

4.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura foi realizada para avaliar a morfologia
das microcapsulas usando o microscopio Tescan Vega com uma voltagem de

aceleracao de 20 kV com ampliagado de 160, 1000 e 3000 vezes.

4.5.3 Diametro médio e indice de polidispersao

O diametro médio das microcapsulas foi calculado com base nas imagens de
MEV, analisadas no software ImageJ, considerando 100 microcapsulas. E o indice de

polidispersao (IPD) foi obtido a partir da Equagao 3:

0.2

IPD = o7 (3)

Onde: 0 — desvio padrao das medidas de diametro médio (um);
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D — Diametro médio das microcapsulas (um).
4.5.4 Espectroscopia de infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR)

A analise de Espectroscopia de infravermelho médio com transformada de
Fourier (FTIR) foi realizada para caracterizar as interagdes quimicas e identificar
grupos funcionais presentes nas microcapsulas. A espectroscopia foi realizada
utilizando o espectrofotémetro Frontier (Perkin Elmer, Estados Unidos). Foram
realizadas 32 varreduras com uma resolugéo de 2 cm' na faixa espectral entre 4000

e 400 cm™, pelo método de pastilha de brometo de potassio (KBr).
4.5.5 Determinagao da capacidade antioxidante

Para a determinagao da capacidade antioxidante, 50 mg das microcapsulas
foram adicionados a 1,25 mL da solugdo de DPPH*, em triplicata, e homogeneizados.
As amostras foram incubadas em ambiente escuro, e as leituras de absorbancia a 515
nm foram realizadas apds 4 horas de incubagao, conforme o método descrito por
Berraaouan et al. (2023), com adaptacgdes. A porcentagem de atividade antioxidante

foi entdo calculada de acordo com a Equacéao 2 do topico 4.3.1.

4.5.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia para confirmagao dos compostos ativos

encapsulados

Previamente, os compostos bioativos foram analisados por cromatografia
liguida de alta eficiéncia para avaliagdo do grau de pureza. As analises foram
realizadas em cromatdgrafo Thermo Scientific Dionex U300, equipado com coluna de
fase reversa Vydac 218 TP C18 (0,45 x 25,0 cm, 5 ym, 300 A). Foi utilizado como fase
movel o solvente A (0,1% de TFA em agua) e o solvente B (90% de acetonitrila em
agua), com gradiente linear de 5 a 95% de B em 30 minutos, fluxo de 1 mL/min e
deteccao em 210 nm.

Para a analise das microcapsulas, a extragdo dos compostos ativos seguiu
protocolo descrito por Idham, Muhamad e Sarmidi (2012), com adaptagdes. 0,2 g de
microcapsulas foram homogeneizadas com 1,0 mL de agua destilada a 70 °C
trituradas em almofariz, e agitadas por 30 minutos para romper a parede polimérica e

liberar os compostos. Em seguida, foi adicionado 4,0 mL de etanol absoluto e
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centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos a 20 °C. 20 yL do sobrenadante previamente
filtrado foi injetado no cromatografo liquido nas mesmas condi¢gdes de analise

empregadas para os compostos puros.

4.6 Avaliagcao da vida util de hamburguer de carne bovina com adigao de

microcapsulas de capsaicina e carvacrol sob armazenamento refrigerado

4.6.1 Produgado dos hamburgueres

Trés formulagdes de hamburguer foram desenvolvidas para o experimento,
conforme descrito na Tabela 3. Aformulacao FO foi utilizada como controle, sem adi¢gao
de microcapsulas. Na formulacdo F1, adicionou-se 1% (m/m), em relagdo a
quantidade de carne, de microcapsulas sem material ativo, sendo considerado o
controle negativo. Ja na formulagdo F2, incorporou-se 1% (m/m) de microcapsulas
contendo capsaicina e carvacrol, caracterizando a formulagdo com compostos
bioativos.

A quantidade de microcapsulas incorporada as formulacdes foi definida com
base no estudo de Mehaya et al. (2024). Nesse trabalho, 6leo essencial de orégano
foi microencapsulado e aplicado em hamburgueres de carne bovina para avaliar sua
eficacia como conservante. Foram testadas quantidades de 0,25%, 0,5%, 0,75% e
1,0% (m/m), sendo que a adicdo de 1% apresentou os melhores resultados,

justificando a escolha desse nivel para o presente experimento.

Tabela 3 - Composicéo das formulacées de hamburgueres

Formulagoes

Ingredientes (g) FoO F1 F2
Carne bovina 90 90 90
Sal 1,5 1,5 1,5
Agua gelada 8,5 8,5 8,5
Microcapsulas sem compostos ativos - 1 -
Microcapsulas com compostos ativos - - 1

Legenda: FO: formulagao controle; F1: formulagdo com adi¢do de microcapsulas brancas; F2:
formulagado com adi¢cao de microcapsulas de capsaicina e carvacrol.
Fonte: Autoria Prépria (2025)

A carne bovina proveniente do corte de musculo, foi adquirida ja moida no
comércio da cidade de Francisco Beltrao-PR. A produgdo dos hamburgueres foi

realizada no Laborat6rio de Carnes da UTFPR no campus de Francisco Beltrdo. Para
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a elaboragdo das formulagdes de hamburguer, os ingredientes foram pesados
conforme cada tratamento. Em seguida, foi realizada a mistura manual de todos os
ingredientes até completa homogeneizagédo. Os hamburgueres foram entdo pesados,
moldados e acondicionados individualmente em bandejas de poliestireno (150 x 150
x 18 mm), cobertos com filme de policloreto de vinila (PVC) (Figura 7). Foram
produzidas 10 unidades de hamburguer para cada formulagdo com peso padronizado
de 60 g. As amostras foram analisadas nos dias 0, 4, 8 e 16 de armazenamento sob

refrigeragdo a 6 £ 2 °C.

Figura 7 - Hamburgueres acondicionados individualmente em bandejas de poliestireno

Fonte: Autoria Prépria (2025)

4.6.2 Caracterizagao fisico-quimica do hamburguer

As avaliagbes da atividade de agua (Aw), pH e cor foram realizadas nos dias
0, 4, 8 e 16 de armazenamento. A Aw foi mensurada utilizando o aparelho LabTouch-
aw (Novasina, Suica). A determinacado do pH foi realizada utilizando pHmetro digital
portatil (Testo, Germany), misturando-se 10 g de hamburguer com 75 mL de agua
destilada e homogeneizando-se por 1 min. A cor foi determinada pela escala de cores
internacional (CIE - Commission Internationale de I'Eclairage) e foi realizada em 5
pontos aleatérios da superficie dos hamburgueres utilizando um colorimetro digital
(modelo CR400/410, Konica Minolta, Japan), avaliando os parédmetros L*
(luminosidade), a* (intensidade da cor vermelha/verde), b* (intensidade da cor
amarela/azul) e AE que mede a diferenca entre duas cores e indica a percepgao pelo

olho humano.
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4.6.3 Avaliacéo da estabilidade oxidativa dos hamburgueres: substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS)

A analise foi realizada conforme metodologia adaptada de Raharjo, Sofos e
Schmidt (1992). Para determinar o indice de acido tiobarbiturico (TBA), foram pesadas
10 g das amostras de hamburgueres, as quais foram adicionados 40 mL de solugdo
de acido tricloroacético (TCA) a 5% e 1 mL de solug&o de butil hidroxitolueno (BHT) a
0,15%. A mistura foi agitada por 1 minuto e, em seguida, filtrada em papel de filtro. O
filtrado foi transferido para um baldo volumétrico e o volume ajustado para 50 mL com
solucado de TCA a 5%. Dessa solucéo, foram retiradas aliquotas de 5 mL para tubos
de ensaio, aos quais foram adicionados 5 mL de solu¢cdo de TBA 0,02 M em acido
acético 50%.

Os tubos foram homogeneizados e submetidos ao banho-maria em 100°C por
40 minutos, na sequéncia foi feito o resfriamento das amostras em banho de gelo por
3 minutos. A leitura da absorcao foi realizada em espectrofotbmetro a 532 nm,
utilizando como branco uma mistura de 5 mL de solugdo de TCA a 5% e 5 mL de
solugao de TBA 0,02 M em acido acético 50%. Os resultados foram expressos em mg
de malonaldeido/kg de amostra, obtidos a partir da curva analitica com 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP). As analises foram realizadas em triplicata e nos dias 0, 4, 8

e 16 de armazenamento.

4.6.4 Andlises microbioldgicas

As amostras de hamburguer foram avaliadas quanto a contagem de bactérias
aerdbias totais utilizando placas Petrifilm™ AC (Agar para Contagem Total) seguindo
as recomendacgdes do fabricante e o método recomendado pela AOAC (Association
of Official Analytical Chemists). As analises foram realizadas nos dias 0, 4, 8 e 16 de
armazenamento.

Foram pesados e diluidos 10 g da amostra em 90 mL de solugdo de peptona
tamponada a 1% e homogeneizados por 60 segundos. A partir dessa solugao, foram
preparadas diluicbes decimais seriadas e inoculadas 1 mL em placas Petriflm™. As
placas foram incubadas a 35 + 1°C por 48 + 2 horas. Apds a incubagao, as contagens

foram calculadas em escalas logaritmicas (log UFC/g).
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4.7 Andlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia (ANOVA)

utilizando o teste de Tukey com 95% de confianga através do software R 3.3.0 (R Core
Team, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antibacteriana dos compostos puros

A determinacao da atividade antibacteriana dos compostos puros foi realizada
por meio das analises de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragao
Bactericida Minima (CBM), parametros que indicam, respectivamente, a menor
concentracdo necessaria para inibir o crescimento microbiano e para promover sua
eliminacéo total (Rodriguez-Melcén et al., 2021). Durante os testes preliminares, foi
observado que havia uma influéncia dos solventes utilizados na solubilizacdo dos
compostos sobre o crescimento bacteriano (Chapaval et al., 2018). O DMSO a 10%
apresentou efeito inibitdrio, interferindo no ensaio antimicrobiano. Foram entao
testadas concentragdes menores de DMSO (2%, 5% e 10%) e misturas com acetona.
Embora a acetona nao tenha causado inibigao, sua rapida evaporagao nao mantinha
os compostos em solugéo na placa de 96 pocgos usadas na analise. Como alternativa,
apo6s a aplicacao da solugdo em acetona, foi adicionada uma aliquota de 10 yL de
DMSO 2% nos pogos que continham o composto ativo, o que garantiu a solubilizagao
da capsaicina ou do carvacrol sem afetar o crescimento microbiano.

A atividade antibacteriana do carvacrol e da capsaicina foi avaliada utilizando
o método de microdiluicdo em placa de 96 pocos com diluicbes seriadas em fator 2.
Neste caso, para confirmacdo da auséncia de crescimento celular a analise
antibacteriana foi conduzida usando resazurina, um composto amplamente utilizado
como indicador de viabilidade celular. Em sua forma oxidada, a resazurina
apresentava coloragao azul, sendo reduzida a resorufina e rosa na presencga de
células metabolicamente ativas (Silva et al., 2018). Essa mudanga de cor permitiu
identificar os pogos onde houve crescimento e inibicdo microbiana, o pogo que
manteve a coloragdo azul na menor concentragao testada foi considerado CIM. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Atividade antibacteriana carvacrol e capsaicina puros (uM)

Micro-organismos Capsaicina Carvacrol Ampicilina
Escherichia coli CIM 772,32 1500 2,5

CBM > 3089,28 1500 5
Staphylococcus aureus CIM >3089,28 1500 0,625

CBM >3089,28 1500 0,625
Salmonella Typhimurium CIM >3089,28 1500 2,5

CBM >3089,28 1500 5

Fonte: Autoria Propria (2025)

O carvacrol apresentou acao inibitéria e bactericida contra todas as cepas
analisadas, com CIM e CBM iguais (221 pg/mL ou 0,22 mg/mL). De acordo com
Duarte et al. (2006), um Oleo essencial com valor de MIC de até 0,5 mg/mL é
considerado um potente agente antimicrobiano, o que permite classificar o carvacrol
como uma substancia com forte atividade antimicrobiana frente as cepas avaliadas.

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura, na qual apresenta a
atividade antimicrobiana do carvacrol frente a diversos microrganismos. Para
Escherichia coli, Asadi et al. (2023) relataram CIM e CBM de 250 ug/mL, ja Du et al.
(2015) relataram 375 ug/mL para Salmonella spp e para E.coli no mesmo estudo. Ja
Kim et al. (1995) e Miladi et al. (2016) identificaram CIMs entre 250 e 312 ug/mL para
Salmonella Typhimurium. Para Staphylococcus aureus, Guarda et al. (2011) e Shi et
al. (2017) descreveram CIMs variando de 200 a 250 pyg/mL, o que esta de acordo com
os valores obtidos neste trabalho, considerando as diferencas metodoldgicas
empregadas. As variagdes entre os resultados podem ser atribuidas a fatores como o
método utilizado, as condi¢gdes experimentais e as cepas testadas (Bertini et al.,
2005).

Diferentemente do carvacrol, que apresentou atividade antimicrobiana frente
a todas as cepas testadas, a capsaicina demonstrou agao limitada, inibindo apenas
Escherichia coli (CIM = 236 ug/mL ou 0,24 mg/mL). A literatura também descreve
variabilidade na atividade antimicrobiana da capsaicina, sugerindo que sua eficacia
depende de fatores como pureza, metodologia e solubilidade. Molina-Torres, Chavez
e Chavez (1999) relataram valores de CIM entre 200 e 300 yg/mL para E. coli
utilizando capsaicina comercial com pureza de 74,63%. Em contraste, Goci et al.
(2021), testando a capsaicina purificada e isolada de Capsicum annuum, reportaram

valores menores (0,312—10 ug/mL) para E. coli, S. aureus e Salmonella typhi. Essas
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diferengas podem estar associadas principalmente a baixa solubilidade da capsaicina
em meio aquoso, o que dificulta sua difusdo no meio de cultura e reduz o contato
efetivo com as células bacterianas, impactando sua agdo antimicrobiana (Nascimento,
2014).

Os resultados aqui descritos contrastam com parte da literatura, podendo ser
atribuidos a diferengas na pureza do composto, a cepa bacteriana utilizada ou nas
condigbes experimentais. Alguns estudos empregam extratos de diferentes espécies
de pimenta, os quais apresentam composi¢cdes quimicas distintas e concentracdes
variaveis de capsaicina (Ferreira; Bessa; Menezes, 2021). Segundo o certificado de
analises fornecido pelo fabricante, a capsaicina foi extraida dos frutos do género
Capsicum annuum utilizando acetato de etila como solvente de extracdo. Além dos
parametros analiticos, fatores como género e variedade do fruto, condi¢des de cultivo,
estagio de maturagdo, método de extracao e tipo de solvente sdo apontados como
determinantes para a variabilidade na distribuicdo de capsaicina, dihidrocapsaicina e
outros capsaicindides (Batiha et al., 2020).

A presenga da membrana externa rica em lipopolissacarideos nas bactérias
Gram-negativas, como Salmonella spp., atua como barreira a penetracdo de
compostos hidrofébicos como a capsaicina (Helander et al., 2000). Apesar disso, a
atividade frente a E. coli foi relevante, uma vez que bactérias Gram-negativas
possuem barreiras estruturais que dificultam a penetragédo de agentes antimicrobianos
(Kaye; Pogue, 2015; Mokhtar et al., 2017).

Embora S. aureus, uma bactéria Gram-positiva, teoricamente apresente
menor barreira estrutural, os resultados indicam que a capsaicina nao foi eficaz.
Estudos recentes sugerem que a capsaicina pode atuar como moduladora de
resisténcia bacteriana, inibindo bombas de efluxo e aumentando a sensibilidade a
antibidticos convencionais, embora essa acado seja mais evidente em formulagcbes

combinadas do que na aplicagao isolada (Fuichtbauer et al., 2021).

5.2 Atividade antibacteriana dos compostos combinados

Até o momento, ndo ha registros na literatura sobre a combinagao de carvacrol
e capsaicina frente a microrganismos. A combinagdo de compostos quimicamente
distintos representa uma estratégia promissora para potencializar a atividade

antimicrobiana, reduzir a toxicidade de dosagens individuais e ampliar o espectro de
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acgao frente a microrganismos sensiveis e resistentes (Basavegowda, Baek, 2022).
Essas associagdes podem ser classificadas como sinérgicas (interagao positiva com
efeito superior a soma dos compostos isolados), aditivas (efeito equivalente a soma),
antagonicas (interagdo negativa) ou indiferentes (sem alteracdo em relagdo ao uso
individual) (llyas et al., 2019).

Para avaliar essas interagdes, foi utilizado o método descrito por Ouedrhiri et
al. (2017), que consiste na combinagao de diferentes concentra¢gdes dos compostos
em microplacas de 96 pocos, a partir dos valores de concentracao inibitéria minima
(CIM) previamente determinados. A partir desses dados, foi calculado o indice de
concentracao inibitéria fracionada (FIC), permitindo a classificagdo da interacao entre
0S compostos.

Os resultados para E. coli estdo descritos na Tabela 5, € possivel observar
efeito antagbnico nas formulagdes que continham maiores concentragbes de
capsaicina, na qual interferiu negativamente na ag¢ao do carvacrol, reduzindo sua
eficacia frente a E. coli. Esse efeito pode estar relacionado a diferenga entre as
propriedades quimicas e mecanismos de agdo dos compostos, visto que o carvacrol
€ um monoterpeno fendlico que atua na desestabilizagcdo da bicamada lipidica da
membrana bacteriana e na dissipag¢ao do gradiente de prétons, resultando em perda
de integridade celular (Ultee et al., 2002). Ja a capsaicina, € um alcaloide de estrutura
mais apolar, atua de forma menos eficiente sobre a membrana externa

lipopolissacaridica de bactérias Gram-negativas (Helander et al., 2000).

Tabela 5 - Combinagao de capsaicina e carvacrol frente a Escherichia coli

COMBINACAO MIC (uM) FIC INTERACAO
CAPSAICINA CARVACROL
B2 3089,28 2940,0 6,0 Antagonismo
B3 3089,28 1470,0 5,0 Antagonismo
B4 3089,28 735,0 4.5 Antagonismo
B5 3089,28 367,5 4,3 Antagonismo
B6 3089,28 183.,8 4.1 Antagonismo
B7 3089,28 91,9 4,1 Antagonismo
B8 3089,28 45,9 4,0 Antagonismo

B9 3089,28 23,0 4,0 Antagonismo
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1544,64
1544,64
1544,64
1544,64
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91,9
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5,7
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2940,0
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4,0
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2,1
2,0
2,0
2,0
2,0
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1,5
1,3
1,1
1,1
1,0
1,0
1,0
1,0
2,5
1,5
2,3
1,3
2,1

1,1

Antagonismo
Antagonismo
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (nao-interativo)
Indiferente (nao-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (nao-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (nao-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (nao-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (n&o-interativo)
Indiferente (nao-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (n&o-interativo)
Indiferente (nao-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (n&o-interativo)
Indiferente (nao-interativo)
Indiferente (ndo-interativo)
Indiferente (n&o-interativo)
Indiferente (nao-interativo)

Indiferente (ndo-interativo)
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Fonte: Autoria Prépria (2025)

E possivel observar que as combinacdes em que a concentracdo de

capsaicina foi reduzida resultaram em interagdes indiferentes, com valores de FIC
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variando entre 1,0 e 3,0. Desta forma, observou-se que a redugao da capsaicina néo
comprometeu a acado antimicrobiana do carvacrol, sugerindo que a presenca da
molécula em baixas concentragcdes néo interfere negativamente. Embora ndo tenha
sido observado sinergismo, a combinagdo manteve a atividade bacteriostatica,
mesmo com menor teor de capsaicina, é relevante sob o ponto de vista tecnoldgico,
visto que permite o uso reduzido de compostos pungentes sem perda do efeito
antibacteriano.

Apesar da auséncia de efeito antibacteriano dos compostos isolados frente a
Salmonella spp., a combinagao foi testada para avaliar seu efeito, ja que interagdes
entre moléculas bioativas podem ampliar ou modificar sua atividade. Nas
combinagdes testadas frente a Salmonella spp. (Tabela 6), foi observado apenas
efeito indiferente, com valores de FIC entre 1,0 e 3,0. Mesmo com o uso de carvacrol
em altas concentracées (2940 uM), ndo houve potencializagdo da atividade
antimicrobiana quando associado a capsaicina. Esse tipo de interacao indica que os
compostos atuam de forma independente, sem interferéncia positiva ou negativa entre
si. Embora n&o tenha ocorrido sinergismo, a auséncia de antagonismo € relevante,

pois mantém que a eficacia individual dos compostos seja preservada.

Tabela 6 - Combinac¢ao de capsaicina e carvacrol frente a Salmonella spp
MIC (M)

COMBINAGAO | , FIC INTERAGAO
CAPSAICINA  CARVACROL
B2 3089,28 2940,0 3,0 Indiferente (ndo-interativo)
Cc2 1544,64 2940,0 2,5 Indiferente (n&o-interativo)
C3 1544,64 1470,0 1,5 Indiferente (n&o-interativo)
D2 772,32 2940,0 2,3 Indiferente (ndo-interativo)
D3 772,32 1470,0 1,3 Indiferente (n&o-interativo)
E2 386,16 2940,0 2,1 Indiferente (n&o-interativo)
E3 386,16 1470,0 1,1 Indiferente (ndo-interativo)
F2 193,08 2940,0 2,1 Indiferente (n&o-interativo)
F3 193,08 1470,0 1,1 Indiferente (n&o-interativo)
G2 96,54 2940,0 2,0 Indiferente (ndo-interativo)
G3 96,54 1470,0 1,0 Indiferente (n&o-interativo)

Fonte: Autoria Prépria (2025)
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A limitagao da resposta combinada pode estar relacionada a estrutura celular
da Salmonella spp., uma bactéria Gram-negativa cuja membrana externa
lipopolissacaridica atua como barreira a entrada de compostos hidrofobicos. Essa
caracteristica dificulta o acesso do carvacrol a membrana citoplasmatica, reduzindo
seu impacto direto.

Embora os compostos isolados ndo tenham apresentado efeito inibitdrio frente
a Staphylococcus aureus, a combinagao foi avaliada devido ao fato de bactérias
Gram-positivas possuirem diferencas estruturais na parede celular que podem tornar-
se mais sensiveis a interagdes quimicas, possibilitando efeitos ndo observados
individualmente. A Tabela 7 apresenta os resultados das combinagdes dos compostos
frente a Staphylococcus aureus, sendo esta a unica bactéria que demonstrou efeito
sinérgico em determinadas concentragdes. As combinag¢des com altas concentragdes
de capsaicina e carvacrol resultaram em efeitos indiferentes, enquanto interagdes com
concentragdes intermediarias e reduzidas apresentaram efeitos sinérgicos parciais,

sinérgicos e aditivos.

Tabela 7 - Combinacgao de capsaicina e carvacrol frente a Staphylococcus aureus

COMBINACAO MIC (uM) FIC INTERACAO
CAPSAICINA CARVACROL
B2 3089,28 2940,0 3,0 Indiferente (nao-interativo)
B3 3089,28 1470,0 20 Indiferente (ndo-interativo)
B4 3089,28 735,0 1,5 Indiferente (nao-interativo)
B5 3089,28 367,5 1,3 Indiferente (nao-interativo)
B6 3089,28 183,8 1,1 Indiferente (ndo-interativo)
B7 3089,28 91,9 1,1 Indiferente (nao-interativo)
B8 3089,28 45,9 1,0 Indiferente (nao-interativo)
B9 3089,28 23,0 1,0 Indiferente (ndo-interativo)
B10 3089,28 11,5 1,0 Indiferente (nao-interativo)
C2 1544,64 2940,0 2,5 Indiferente (nao-interativo)
C3 1544,64 1470,0 1,5 Indiferente (ndo-interativo)
C4 1544.,64 735,0 1,0 Aditivo
C5 1544,64 367,5 0,8 Sinergismo parcial

C6 1544,64 183,8 0,6 Sinergismo parcial
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Fonte: Autoria Prépria (2025)

Esses achados sao relevantes, visto que a concentragao minima inibitoria da

capsaicina isolada foi de 3089,28 uM, as combinagbes com carvacrol permitiram

reduzir essa concentracao. Além disso, o efeito sinérgico foi apenas observado frente

a S. aureus, isso pode ser explicado pelas caracteristicas estruturais das bactérias

Gram-positivas, na qual a parede celular € composta por uma espessa camada de

peptidoglicano, sem a presenga de uma membrana externa lipopolissacaridica, como

ocorre nas Gram-negativas. Essa composi¢cdo favorece a difusdo de compostos

hidrofébicos até a membrana citoplasmatica. Dessa forma, tanto o carvacrol quanto a

capsaicina conseguem interagir com a bicamada lipidica, ampliando o dano estrutural

e intensificando a desestabilizagdo da membrana (Helander et al., 2000).
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Para representar estes resultados graficamente, o isobolograma é uma
ferramenta utilizada para avaliar o efeito combinado entre compostos antimicrobianos.
Esse método baseia-se no calculo do indice de concentragao inibitéria fracionada, que
compara as concentracdes inibitérias minimas de cada composto isoladamente e em
combinagao (Zhou et al., 2018). O somatdrio dos valores de FIC (ZFIC) possibilita
interpretar visualmente o tipo de interagdo observada, sendo empregado em estudos
farmacologicos (Stein et al., 2016).

Nos isobologramas apresentados na Figura 8, €& possivel observar
visualmente as interagdes entre carvacrol e capsaicina, para Staphylococcus aureus,
destacam-se efeitos sinérgicos e parcialmente sinérgicos, indicando potencializagéao
da acéo antimicrobiana quando os compostos foram combinados. Para Escherichia
coli, as interagdes foram indiferentes e antagonicas, sugerindo reducédo da eficacia
conjunta em determinadas propor¢des. Ja para Salmonella Typhimurium, apenas
interacdes indiferentes. Esses resultados demonstram que o comportamento das

combinagdes depende dos microrganismos, das concentracbes e agédo dos

compostos.
Figura 8 — Isobolograma: capsaicina e carvacrol combinados
Escherichia coli
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Fonte: Autoria Propria (2025)

5.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos compostos foi avaliada com o objetivo de

comparar sua eficiéncia na neutralizacdo de radicais livres pelos métodos DPPH" e

ABTS". A Tabela 8 apresenta os valores de IC;, obtidos para os compostos puros,

evidenciando que a capsaicina apresentou capacidade antioxidante significativamente

superior a do carvacrol (p < 0,05), uma vez que menores valores de ICs,

correspondem a maior eficiéncia na neutralizagdo de radicais livres.

Tabela 8 - Atividade antioxidante carvacrol e capsaicina puros ICso (pug/mL)

Composto ativo

DPPH:

ABTS™

Carvacrol

Capsaicina

317,719+5,4682
29,066+2,089°

4,728+0,421¢
3,463+0,085¢

Legenda: Valores seguidos por letras diferentes apresentam diferenca significativa entre si

(Tukey, p < 0,05)

Fonte: Autoria Prépria (2025)

Essa elevada atividade da capsaicina pode ser explicada por sua estrutura

fendlica, capaz de doar atomos de hidrogénio e estabilizar radicais peroxil e alcoxil
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(Dini et al., 2018). O grupo metoxil e o carbono benzilico C7 atuam como sitios reativos
relevantes, contribuindo para sua agao sequestradora de radicais (Xie et al., 2023).
Na literatura, Younes et al. (2024) relataram ICs, de 148,24 ug/mL e Nascimento
(2013) 23,1 yg/mL para o radical DPPH®, confirmando seu potencial antioxidante. Essa
atividade tem sido atribuida ndo apenas a estrutura isolada da molécula, mas também
a sinergia entre os compostos fendlicos presentes nas pimentas, os quais
potencializam a eliminagao de radicais livres (Zouaoui et al., 2024).

Por outro lado, o carvacrol apresentou menor capacidade antioxidante frente
ao DPPH® em comparagéo a capsaicina. Dados da literatura relatam resultados com
ICs0 de 249,09 ug/mL para DPPH e 107,88 pg/mL para ABTS (Taibi et al., 2024). O
carvacrol atua como antioxidante doador de hidrogénio, podendo neutralizar
diretamente radicais livres pelo grupo hidroxila fendlico e a capacidade de quelar
metais de transi¢ao, o que limita a formacao de novas espécies reativas de oxigénio
(Horvathova et al., 2014). Além disso, os valores obtidos para o método ABTS neste
estudo foram consideravelmente menores que os reportados na literatura, reforcando

a maior eficiéncia antioxidante observada.

5.4 Caracterizagao das microcapsulas

As concentragdes de carvacrol e capsaicina empregadas nas microcapsulas
foram definidas com base nos resultados de atividade antioxidante e antibacteriana.
Observou-se que, em concentragdes reduzidas, ambos os compostos apresentaram
acao antioxidante, porém sem eficacia antimicrobiana. A partir da CIM, os dois
bioativos passaram a demonstrar efeitos antioxidantes e antimicrobianos, sendo
adicionados 0,011 g de carvacrol (CIM de 14,70 mM) e 0,012 g de capsaicina (CIM de
7,72 mM).

A Figura 9 apresenta as microcapsulas apds os processos de solidificacao e
lavagem, evidenciando a formagao de particulas esféricas com distribuigao
visualmente homogénea e diametro uniforme. A coloragao clara das particulas sugere

a presencga predominante do material de parede.
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Fonte: Autoria prépria (2025)

Na Figura 10 sdo apresentadas as imagens obtidas através de microscopia
Optica das microcapsulas. As amostras foram observadas em diferentes ampliagcoes
4x e 10x, permitindo uma analise comparativa da morfologia e densidade das

estruturas.

Figura 10 - Imagem obtida por microscopia 6ptica dos coacervados formados

10x
Fonte: Autoria propria (2025)

Na amostra MB, observada com aumento de 4x, nota-se a presenga de
estruturas esféricas pequenas e translucidas, com alguns centros mais escurecidos,
isso se deve ao fato do material de recheio ser apenas Miglyol ® 812 e lecitina de

soja. Por outro lado, a amostra MC, também observada com aumento de 4x,
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apresentou estruturas esféricas mais densas e escuras, essa diferenca visual indica
a presenga de substancias encapsuladas, como carvacrol e capsaicina, além do
Miglyol ® 812 e lecitina. E possivel observar uma maior opacidade das microcapsulas,
a ampliacdo de 10x destaca os contornos bem definidos e o interior escuro das
estruturas, reforgando a hipétese de encapsulamento eficiente dos compostos.

Apos a producgdo, os coacervados foram submetidos ao congelamento e,
posteriormente, ao processo de liofilizacdo para desidratacdo das microparticulas. A
liofilizacao foi selecionada por operar em baixas temperaturas, caracteristica essencial
para compostos termossensiveis, pois reduz a degradagcdo térmica durante a
secagem. Como apresentado na Figura 11, ambas as formulacbes preservaram a

morfologia das particulas apoés a liofilizagao.

Figura 11 - Microcapsulas brancas e microcapsulas com compostos liofilizadas
respectivamente

Fonte: Autoria propria (2025)

As microcapsulas contendo compostos apresentaram uma morfologia
visualmente semelhante as microcapsulas brancas, com coloracdo branca e
particulas pequenas. No entanto, foi possivel observar uma distribuicdo mais
homogénea entre as particulas das MC, o que pode estar relacionado com a presenca
dos compostos, devido a interagdes fisico-quimicas entre 0s componentes,

influenciando nas variagdes na carga superficial.
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5.4.1 Morfologia por microscopia eletronica de varredura (MEV), didametro médio e

indice de polidispersao das microcapsulas

As microcapsulas obtidas pelo método de coacervagdo complexa foram
caracterizadas morfologicamente por microscopia eletrénica de varredura (MEV), que
permitiu a visualizac&o detalhada da estrutura externa e a avaliagado de aspectos como
porosidade, integridade e uniformidade. As micrografias das microcapsulas brancas
(Figura 12) e das contendo carvacrol e capsaicina (Figura 13) revelaram particulas
predominantemente esféricas, com paredes continuas e superficies lisas, sem
rugosidades aparentes. Nao foram observadas rachaduras ou defeitos estruturais
relevantes, e a baixa porosidade sugere elevada integridade dos materiais
encapsulantes e boa estabilidade dos nucleos (Sun; Cameron, 2019).

Também foi identificado nas imagens a aglomeragdao de determinadas
microcapsulas, algumas das quais apresentavam conexdes entre si por meio de
pontes solidas, caracteristica frequentemente observada em produtos liofilizados
(Napidérkowska et al., 2023). Apesar dessas conexdes, cada microcapsula atua como
nucleo independente de liberagédo do bioativo.

Figura 12 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura das microcapsulas brancas com
pliagéo de: a) 160x; b) 160x; c)1000x; d)3000x
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Fonte: Autoria propria (2025)

Figura 13 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura das microcapsulas contendo

carvacrol e capsaicina com ampliacao de: a) 160x; b) 160x; c)1000x; d 2000x’
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Fonte: Autoria prépria (2025)

O diametro médio das particulas foi calculado a partir das imagens de MEV,
analisadas no software Imaged, considerando 100 microcapsulas. As microcapsulas
brancas apresentaram tamanho médio de 31,56 um e PDI de 0,027, enquanto aquelas
contendo carvacrol e capsaicina mostraram valores de 38,57 um e 0,015. O indice de
polidispersao (PDI) avalia a uniformidade das particulas em coacervados complexos,
sendo essencial para determinar qualidade e estabilidade. Valores inferiores a 0,2
indicam sistemas monodispersos, enquanto superiores a 0,7 refletem alta
polidispersao (Johnson; Wang, 2014). Com base nos resultados obtidos, as particulas
foram classificadas como monodispersas.

Os valores de tamanho médio estdo em consonancia com os relatados por
Sun et al. (2022), que microencapsularam carvacrol por coacervagdo complexa de
isolado protéico de farinha de noz e goma arabica, obtendo microcapsulas de 43,21
pm. De forma semelhante, Xing et al. (2004), ao avaliar a microencapsulagao de
capsaicina utilizando gelatina, acacia e taninos, observaram particulas médias de 20—

30 um, corroborando os resultados do presente estudo.
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5.4.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo dos materiais de parede e dos compostos bioativos
encapsulados foi conduzida por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR). As bandas vibracionais apresentadas na Tabela 9 foram selecionadas
com base na literatura e correspondem aos principais grupos funcionais presentes na
goma arabica, gelatina, capsaicina e carvacrol, servindo como referéncia para

interpretacdo e comparagao dos espectros experimentais.

Tabela 9 - Nimeros de onda e atribuigées de acordo com dados da literatura obtidos por
analise FTIR para goma arabica, gelatina, capsaicina e o carvacrol.
Grupamento

Componente Banda (cm-) Ligagcao caracteristico Referéncia
-OH
3284 (estiramento)
Dong et
Soma 2925 CHz , al., 2014;
1604 C=0 Acido carboxilico Yang et al., 2015
1414 C=0 Acido glucurénico
1014 -CO- Acido carboxilico
3298 -NH- Amida A
Gelatina “OH- al 2023:-19 !
2838 =C-H Amida B Yan 'ét al 2’015
1637 C=0 Amida | getat,
1552 C-N Amida Il
2924 O-H Alcool
2853 C-H Alcanos
Migloyl 1740 C=0 Ester e aldeidos Arshad et al. 2019
1155 c-0 Alcool terciario
1101 C-0 Eter alifatico
33153350 —oAMEMON igacao amida (CONH)
2926-2866 Estiramento C- AIifétipo (cadeia longa de
H hidrocarbonetos)
1633-1639  oleamonto Carbonila amida
Capsaicina 1442-1556 Estiramento C- Vibra(;ées, (_je anel Das et al., 2025
C aromatico
Estiramento Grupo metoxi no anel
1278-1247  assimétrico C- Po meoX
aromatico
O-C
804-775 Flex&o C-H Deformagao fora’ QO plano
C-H aromatico
Vibrag&o de estiramento
3200 - 3661 OH do fenol
3020 =CH
Vibragbes de estiramento
Carvacrol 2925-2832 CH Topor et al., 2024
1620-1458 Cc=C
Vibragéo de estiramento
1600-1430 das ligacdes do anel

aromatico
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1115 & 1361 C=0 e CHs Vibragéo de flexdo dos
grupos
Fonte: Autoria propria (2025)

Na Figura 14 sdo apresentados, em transmitédncia, os espectros de
infravermelho, dos componentes puros utilizados para a produg¢ao de microcapsulas,
sendo eles a goma arabica, gelatina tipo A, capsaicina, as microcapsulas brancas e
as microcapsulas com os compostos.

Figura 14 - Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das Microcapsulas
de compostos bioativos (MC); Microcapsulas brancas (MB); Capsaicina (CAP); Goma Arabica e
(GA) e Gelatina tipo A (GE), respectivamente.
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Fonte: Autoria prépria (2025)

A caracterizagcdo dos materiais de parede permitiu confirmar a integridade
quimica dos polimeros utilizados na matriz encapsulante. Para a gelatina (GE), as
bandas observadas em 1637 cm™ (Amida I) e 1556 cm™ (Amida Il) indicam a
preservacao da sua estrutura proteica. Esses resultados estdo de acordo com Liu et
al. (2006), que reportaram bandas em 3290 cm™ (estiramento O-H), 1656 cm™
(Amida 1) e 1556 cm™ (Amida Il), confirmando os mesmos grupos funcionais. Da
mesma forma, o espectro da goma arabica (GA) apresentou bandas em 1614 cm™ e
1427 cm™, atribuidas aos grupos carbonila caracteristicos dos acidos carboxilico e
glucurdnico, reforgando seu perfil polissacaridico esperado (Dong et al., 2014; Yang
et al., 2015).

A analise do nucleo foi realizada com base no espectro da capsaicina pura e
dados de literatura para o carvacrol (Topor et al., 2024). A capsaicina exibiu bandas

compativeis com sua estrutura, incluindo o estiramento N-H entre 3400-3200 cm™,
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bandas alifaticas entre 2920-2850 cm™, a carbonila da amida entre 1650—-1630 cm™,
além de vibragdes aromaticas e deformagdes angulares caracteristicas (Das et al.,
2025). Segundo Tépor et al. (2024), o carvacrol apresenta bandas de estiramento O—
H fendlico entre 3200-3661 cm™ e vibracbes do anel aromatico entre 1620-1458
cm™.

A analise confirmou a formagao das microparticulas e a efetiva incorporagao
do nucleo lipidico, evidenciada pela presenga das bandas caracteristicas do Miglyol
no espectro das microparticulas MC e MB, especificamente os estiramentos C-H em
2927 e 2858 cm™ e C=0 em 1744 cm™ (Arshad et al.,2019). No entanto, nao foi
possivel distinguir as bandas especificas do composto ativo encapsulado, uma vez
que os sinais intensos dos polimeros de parede e, principalmente, do éleo carreador
resultaram em uma sobreposicdo espectral que mascarou a presenca das
substancias. Diante dessa limitacdo do FTIR para a identificacdo dos ativos, a
qualificagdo foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia

apresentada no item 5.4.4.

5.4.3 Atividade antioxidante das microcapsulas

A atividade antioxidante (DPPH) das microcapsulas foi avaliada por quatro
horas (Figura 15). A microcapsula branca foi avaliada como controle para verificar se
os materiais utilizados poderiam interferir na atividade antioxidante, permitindo
confirmar se o efeito observado seria devido aos compostos bioativos encapsulados

e nao aos materiais da matriz.

Figura 15 - Inibicdo de DPPH (%) das microcapsulas
Hl nibicso (%)

10
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Fonte: Autoria propria (2025)

A microcapsula branca apresentou inibicdo baixa ao longo do ensaio,
indicando que os materiais utilizados na estrutura da microcapsula ndo possuem
atividade antioxidante relevante. A atividade detectada pode estar associada a lecitina
de soja, a qual apresenta capacidade de sequestro de radicais devido ao seu teor de
fosfolipidios, capazes de interagir com espécies reativas e estabilizar radicais livres
(Liu et al., 2008).

Por outro lado, as microcapsulas contendo carvacrol e capsaicina
apresentaram aumento da atividade antioxidante. Esse comportamento indica
liberagcao dos compostos bioativos, caracteristica esperada em sistemas formados por
coacervagao complexa (Sun et al., 2022; Berraaouan et al., 2023). Dessa forma, as
microcapsulas brancas confirmam que o aumento de atividade antioxidante nas
microcapsulas contendo carvacrol e capsaicina € resultado da liberagdo dos

compostos bioativos, e ndo dos componentes estruturais da microcapsula.

5.4.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os compostos carvacrol da Sigma Aldrich (pureza >98%) e a capsaicina da
Global Merchants (pureza 96,54%) foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Os tempos de retengdo obtidos durante as analises cromatograficas
permitiram avaliar a identidade dos compostos bioativos, uma vez que cada
substancia apresentou picos definidos com 90% ACN em agua. Para o carvacrol, foi
observado um pico principal em 19,6 min (Figura 16). Ja a capsaicina apresentou um
perfil mais complexo, composto por multiplos picos caracteristicos dos diferentes
capsaicindides, com destaque para os picos de 20,098 e 21,532 minutos,

correspondentes a capsaicina e dihidrocapsaicina (Figura 17).
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Figura 16 - Cromatograma: Carvacrol
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Fonte: Autoria prépria (2025)

Figura 17 - Cromatograma: Capsaicina
T Analogos 26 08 15 #191 [manipulated] Capsaicina Active 1 mg UV_VIS_1 WVL:210 nm
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Fonte: Autoria propria (2025)

A analise da capsaicina revelou divergéncias entre os valores descritos em
laudo e os obtidos por CLAE. O laudo indicava uma composicao de 69,55% de
capsaicina e 25,20% de dihidrocapsaicina. Entretanto, apés a determinacao por
CLAE, verificou-se uma distribuicao distinta: 54,72% de capsaicina, 28,10% de
dihidrocapsaicina e 17,18% de outros capsaicinoides. Resultados semelhantes foram
observados no estudo de Zanotto (2016), que utilizou a fase mével composta por 60%
de acetonitrila em agua. Neste trabalho, a amostra CAP SP-Pharma apresentou 55%

de capsaicina, 38% de dihidrocapsaicina e 7% de nordihidrocapsaicina. J4 a amostra
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CAP Sigma-Aldrich apresentou proporcoes de 52%, 40% e 7%, respectivamente.
Esses dados evidenciam que a composi¢cao dos capsaicinoides pode variar de acordo
com a origem da amostra e as condigdes analiticas empregadas.

A Figura 18 apresenta a analise cromatografica da solu¢do de microcapsulas,
na qual permitiu confirmar a presenca dos compostos bioativos apds o processo de
encapsulacdo. No cromatograma das microcapsulas, o carvacrol foi detectado no
tempo de retencdo proximo ao observado para o padrdo puro 19,6 min, indicando
correspondéncia entre os picos e validando a identificacdo do composto. Da mesma
forma, a capsaicina e a dihidrocapsaicina foram identificados com tempos de retencéo
proximos aos padroes 20,090 min. A concordancia entre os tempos de retengao dos
padroes e da amostra encapsulada confirma que os compostos mantiveram sua

identidade quimica durante o processo de microencapsulagao.

Figura 18 - Cromatograma: Microcapsulas contendo os compostos
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Fonte: Autoria prépria (2025)

5.5 Avaliagao da vida util de hamburguer de carne bovina com adigiao de

microcapsulas de capsaicina e carvacrol sob armazenamento refrigerado

5.5.1 pH e atividade de agua

A determinagdo do pH constitui um parametro fundamental em estudos de
vida util, uma vez que possibilita o0 monitoramento do crescimento microbiano e a

avaliagao da eficacia antimicrobiana dos compostos analisados. Além disso, o pH atua
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como indicador da estabilidade fisico-quimica do produto e da manutencédo da
qualidade sensorial ao longo do armazenamento. Os valores médios obtidos, bem
como os respectivos desvios padrdo das analises de pH, encontram-se apresentados
na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de pH de hamburgueres de carne bovina durante o armazenamento
Tempo em dias

Formulagdes 0 4 8 16
pH
FO 5,77% £ 0,01 5,679 + 0,03 5,81% £ 0,02 7,273C £ 0,02
F1 5,709 + 0,02 5,679 + 0,03 5,93¢8 + 0,01 6,84°A + 0,02
F2 5,679¢ £ 0,02 5,60 + 0,04 6,024¢ £+ 0,02 7,168 £ 0,02

Legenda: Letras maiusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos
no mesmo dia de armazenamento (p < 0,05). Letras minasculas diferentes indicam diferengas
significativas no mesmo tratamento ao longo do armazenamento (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2025)

A analise estatistica indicou que tanto o tempo quanto a formulacio
exerceram influéncia significativa sobre o pH (p < 0,05), indicando que o pH sofre
alteracgdes ao longo do periodo de armazenamento e difere entre as formulagdes FO,
F1 e F2, que apresentam perfis distintos. Além disso, a interagdo entre os fatores
também foi significativa, demonstrando que cada formulagcdo modifica o pH de
maneira especifica ao longo do tempo.

Observou-se uma sutil redugao no pH dos hamburgueres entre os dias 0 € 4,
possivelmente atribuida a glicélise anaerdbica do glicogénio presente na carne,
resultando na produgéo de acidos orgéanicos, como o acido latico. A partir do quarto
dia, verificou-se um aumento nos valores de pH em todas as formulagdes, o que pode
ser explicado pelo acumulo de metabdlitos decorrentes da atividade bacteriana e pela
desaminacao de proteinas durante o armazenamento (Wang et al., 2022).

As diferengas observadas entre as formulagdes podem ser justificadas pelas
caracteristicas especificas de cada tratamento. Na formulagédo controle (FO), o
comportamento do pH reflete apenas os processos naturais de deterioracdo da carne,
sem qualquer barreira contra a atividade microbiana, resultando em um aumento mais
pronunciado apds o quarto dia devido ao crescimento bacteriano e a degradagao
proteica. Ja na formulacéo F1, contendo microcapsulas sem material ativo, a presenca
dessas estruturas pode atuar como uma matriz fisica; podem modificar a retencéo de

agua ou a difusao de metabdlitos, ocasionando leves alteragdes no perfil de pH em
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comparacgao ao controle. Na formulagao F2, as microcapsulas contendo carvacrol e
capsaicina promovem a liberagao gradual de compostos bioativos, que contribui para
reduzir a atividade bacteriana e retardar a formagao de metabdlitos alcalinos, como
aminas e amdnia, responsaveis pelo aumento do pH durante o armazenamento.

Os resultados obtidos neste estudo s&o consistentes com os relatados por
Hemmatkhah, Zeynali e Almasi (2020), que investigaram o efeito do 6leo essencial de
semente de cominho encapsulado em hamburgueres de carne bovina e observaram
valores de pH variando entre 5,28 e 7,11 ao final do periodo de armazenamento.

A atividade de agua nos alimentos € um fator importante que contribui para a
preservagao dos alimentos. Na carne, especificamente, ela influencia o crescimento
microbiano e a atividade enzimatica. Ao longo do armazenamento, nos dias 0 e 4
pode-se observar (Figura 19) que os tratamentos com adigdo de microcapsulas (F1 e
F2) mantiveram valores menores quando comparados ao tratamento controle. Isso
pode ser devido a capacidade hidrofilica do material da parede das microcapsulas,
que pode ter capturado agua livre durante o armazenamento (Deng et al., 2023).

Os resultados de atividade de agua (aw) obtidos neste estudo estdo em
concordancia com aqueles reportados por Calderéon-Oliver, Escalona-Buendia e
Ponce-Alquicira (2020), os quais investigaram o efeito da incorporacdo de
microcapsulas contendo extrato de casca de abacate e nisina sobre a qualidade da
carne moida. Nesse trabalho, os autores observaram valores de aw variando entre
0,982 e 0,998.

Figura 19 - Atividade de agua (aw) de hamburgueres de carne bovina durante o

armazenamento
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5.5.2 Analise de cor

Os consumidores avaliam a analise visual da cor da carne como um dos
principais atributos de qualidade. E um indicador de frescor, qualidade nutricional e
sabor. A variacdo da cor dos hamburgueres ao longo do armazenamento pode ser

observada nas Figuras 20, 21, 22 e 23.

Fonte: Autoria Propria (2025)

4 de armazenamento

Figura 21 - Hamburgueres
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Fonte: Autoria Propria (2025)

Figura 22 - Hamburgueres no dia 8 de armazenamento

Fonte: Autoria Prépria (2025)
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Figura 23 - Hamburgueres no dia 16 de armazenamento
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Os parametros de cor obtidos no presente estudo estdo apresentados na

Tabela 11. O valor de L* indica a luminosidade da carne, sendo que valores mais

elevados correspondem a maior brilho. O parametro a* representa a intensidade da

cor vermelha, enquanto b*

indica a tendéncia cromatica: valores positivos

correspondem ao amarelo e negativos ao azul. Ja o indice AE expressa a diferenca

total de cor percebida.

Tabela 11 — Parametros de cor L*, a *, b * e AE de hamburgueres de carne bovina durante o
armazenamento

Formulagdes

FO
F1
F2

Tempo em dias

0

69,6524+ 4,87
67,402 + 6,10
68,532A+ 4,90

4

52,5204 + 2,27
56,668 + 5,05
54,0248 + 2 68

8

52,03 + 3,03
52,61°A + 2,15
55,2558 + 1,47

16

53,178 + 1,96
49,82°A + 1,25
49,49°A + 0,93

FO
F1
F2

28,792 £ 3,68
25,75%8 + 2,71
26,923/8 + 2,07

17,21%A+ 3,80
15,3204 + 1,59
14,26°A + 1,32

9,814+ 1,35
9,514+ 2,16
9,694+ 0,53

18,578 + 1,46
16,8104 + 3,41
17,4548 + 1,21

FO
F1
F2

10,973%A + 0,81
10,822%A + 1,09
8,112%B8 + 3,61

8,39%bA + 1,48
8,3320A + 2 26
8,854 + 0,59

7,86%A + 2,34
8,384 + 1,28
8,91258 + 1,41

7,08°4 £ 1,19
11,7628 + 2,63
8,143bAB + 1,78

FO
F1
F2

44,503 + 2,57
40,8928 + 3,55
41,832 + 3,49

22,72°A £+ 2,40
26,128 + 3,75
23,5504 + 1,29

19,624 + 1,81
20,044 + 2,23
22,3958 + 1,86

24,9458 + 0,91
23,7648 + 2,83
22,160 + 1,59

Legenda: Letras maiusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos
no mesmo dia de armazenamento (p < 0,05). Letras mindsculas diferentes indicam diferengas

Fonte: Autoria Prépria (2025)

significativas no mesmo tratamento ao longo do armazenamento (p < 0,05).

Os parametros L*, a* e AE apresentaram variagdo significativa ao longo do

armazenamento (p < 0,05), enquanto b* ndo apresentou diferencas estatisticas (p >
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0,05). Nenhuma das formulagcbes avaliadas exerceu efeito significativo sobre os
parametros de cor (p > 0,05).

Os valores médios de L* diminuiram progressivamente entre os dias 0 e 16,
indicando escurecimento da superficie dos hamburgueres. Esse fendmeno esta
associado a oxidagao de pigmentos e a degradagao de componentes sensiveis a luz,
como mioglobina e lipidios.

No parametro a*, os hamburgueres frescos apresentaram maior intensidade
de vermelho, enquanto os armazenados por 8 dias exibiram os menores valores. A
cor vermelha esta diretamente relacionada a oxigenacéo da mioglobina, com valores
elevados de a* associados a presencga de oximioglobina, pigmento responsavel pela
coloragdo viva da carne. A reducdo de a reflete a formagcdo de metmioglobina,
pigmento oxidado que confere tonalidade acastanhada e € percebido como sinal de
deterioragao (Yu et al., 2020; Shan et al., 2009).

A descoloragcdo observada durante o armazenamento refrigerado pode ser
atribuida a menor capacidade de regeneragdo da metmioglobina em oximioglobina,
além de reagbes ndo enzimaticas envolvendo produtos da oxidagéo lipidica e grupos
amina presentes na matriz carnea (Sadeghinejad et al., 2019).

Quanto ao indice AE, os maiores valores foram registrados nos hamburgueres
frescos, especialmente na formulagdo FO, enquanto os armazenados por 8 dias
apresentaram as menores variagdes. Esse comportamento sugere uma estabilizagéo
da cor ao longo do tempo, possivelmente relacionada a homogeneizagdo dos
pigmentos oxidativos e a redugao da atividade enzimatica. Embora tal estabilizagcéo
possa indicar menor variagao visual, também reflete a perda de atributos desejaveis,
como a vivacidade da cor vermelha.

Os resultados obtidos corroboram os achados de Olivas-Méndez et al. (2022),
que investigaram a atividade antioxidante e antimicrobiana de 6leos essenciais de
alecrim (Rosmarinus officinalis), alho (Allium sativum) e da oleorresina de pimenta
chipotle (Capsicum annuum) em hamburgueres de carne bovina, observando efeitos

semelhantes sobre a estabilidade da cor durante o armazenamento.

5.5.3 Oxidacao lipidica

O monitoramento da oxidacao lipidica por meio da analise de TBARS

(substancias reativas ao &cido tiobarbiturico) constitui um indicador direto da
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qualidade da carne. O acido tiobarbiturico (TBA) € amplamente utilizado para detectar
a oxidagao secundaria de lipidios, processo desencadeado por compostos reativos
formados na segunda etapa da auto-oxidagcdo. Nessa fase, os peroxidos sé&o
degradados em diversas substancias, como aldeidos e cetonas (Hosseinialhashem et
al., 2021). A peroxidagao lipidica também gera radicais livres, que podem ser
produzidos por diversos fatores, como luz, oxigénio, outros radicais livres e ions
metalicos (Jia, Wu e Kang et al., 2023).

Segundo Sheard et al. (2000), concentragbes de TBA em torno de 0,5 mg de
MDA (malondialdeido)/kg ja sédo suficientes para que os consumidores identifiquem
odores desagradaveis na carne. Contudo, outros estudos sugerem que valores entre
2,0 e 2,5 mg de MDA/kg representam o limite maximo aceitavel para evitar a
percepcgao de rango em carnes e produtos carneos (Campo et al., 2006).

De acordo com as analises estatisticas, o tempo e formulagcao afetaram
significativamente os niveis de TBA (p < 0,05). A oxidagao lipidica aumenta
progressivamente com o tempo (Figura 24) e algumas formulagbes oxidam mais
rapido que outras. A interagdo entre tempo e formulagdo também é significativa,
indicando que o efeito do tempo sobre os valores de TBA depende da formulagao
utilizada. A F1 apresentou-se como a formulagdo menos estavel ao longo do tempo,
enquanto a FO apresentou a menor oxidagdo. A formulacdo com adicdo dos
compostos bioativos (F2) apresentou os menores valores de oxidagao no 16° dia, que
pode indicar uma liberagao mais tardia dos compostos e consequentemente uma acao

antioxidante a médio e longo prazo.

Figura 24 - Evolugdo da oxidagao lipidica de hamburgueres de carne bovina durante o

armazenamento
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Considerando o limite de aceitacdo de 2,0 e 2,5 mg de MDA/Kkg, todas as
formulacbes encontram-se dentro até o 8° dia de experimento, excedendo os limites
no 16° dia. O aumento progressivo nos valores de TBA durante o armazenamento de
produtos carneos é esperado, visto que a oxidagao lipidica € uma reacao
autocatalitica e, portanto, a taxa de oxidagao aumenta a medida que a reagéo progride
(Smaoui et al., 2016).

Os resultados obtidos estdo em concordancia com os relatados por Mehaya
et al. (2024), que avaliaram o uso de 6Oleo essencial de orégano microencapsulado
como conservante natural em hamburgueres de carne bovina durante o
armazenamento refrigerado, nos dias 0, 4, 8, 12 e 16. Nesse estudo, os valores de
TBA variaram entre 0,09 e 5,91 mg MDA/Kg, refletindo a progressdo da oxidagao

lipidica ao longo do periodo de estocagem.

5.5.4 Contagem total de bactérias

Os resultados da analise microbioldgica (Tabela 12) demonstram que o tempo
de armazenamento exerceu efeito significativo sobre a carga bacteriana (p < 0,05),
confirmando o aumento esperado em produtos carneos pereciveis, mesmo sob
refrigeragcdo. Embora tenham sido observadas variagdes entre as formulagdes FO, F1
e F2 em determinados periodos, o fator formulacdo nao apresentou efeito
estatisticamente significativo (p > 0,05). Isso indica que os aditivos ou materiais
encapsulantes utilizados ndo influenciaram de forma relevante o crescimento

microbiano durante o periodo de armazenamento.

Tabela 12 - Valores da contagem total de bactérias de hamburgueres de carne bovina durante o

armazenamento
Formulagdes Tempo em dias
0 4 8 16
Contagem total de bactérias (log UFC/g)
FO 6,262A 6,793bA 718348 6,838
F1 6,3204 7,32abB 7082 6,587
F2 6,3004 7,204bB 73828 7 67460

Legenda: Letras maiusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos
no mesmo dia de armazenamento (p < 0,05). Letras minasculas diferentes indicam diferengas
significativas no mesmo tratamento ao longo do armazenamento (p < 0,05). Valores com letras
compartilhadas nao diferem significativamente dos grupos.
Fonte: Autoria Prépria (2025)

A elevada carga inicial, ja evidente no dia 0, possivelmente decorre da

qualidade da matéria-prima, da manipulagdo e moagem, além de condi¢des
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inadequadas de transporte e armazenamento. Esses fatores comprometem a vida util
do produto e reduzem a eficacia dos compostos bioativos testados, uma vez que a
alta densidade microbiana dificulta a agdo inibitoria desses agentes.

Entre as formulagdes, F2 apresentou tendéncia de maior crescimento
bacteriano, atingindo 7,67 log UFC/g aos 16 dias, enquanto FO e F1 registraram
valores inferiores (6,83 e 6,58 log UFC/g, respectivamente). No entanto, essas
diferengas ndo foram suficientes para estabelecer significancia estatistica entre os
grupos.

Os valores de contagem total de bactérias observados neste estudo estdo em
consonancia com os relatados por Vergara, Cézar e Rubio (2020), que investigaram
o efeito da adi¢ao de diferentes formas de orégano (Origanum vulgare) na qualidade
de hamburgueres de carne de cordeiro durante o armazenamento, obtendo resultados
entre 4,76 e 7,76 log UFC/g. De forma semelhante, Mehaya et al. (2024) avaliaram o
uso de o6leo essencial de orégano microencapsulado como conservante natural em
hamburgueres de carne bovina e encontraram valores variando de 5,53 a 5,79 log
UFC/g.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O carvacrol apresentou forte atividade antimicrobiana in vitro frente as cepas
testadas, enquanto a capsaicina se destacou pela elevada capacidade antioxidante,
confirmando o potencial dos compostos para atuar como agentes conservantes
naturais. A microencapsulagado foi eficiente, produzindo particulas em escala
micrométrica e morfologia uniforme. Ainda, foi possivel observar a presenca dos
compostos ativos.

Na aplicacdo em hamburgueres bovinos, a adicdo das microcapsulas
contendo carvacrol e capsaicina ndo provocou alteragdes significativas nos
parametros fisico-quimicos, como pH, atividade de agua e cor. Por outro lado, n&o foi
observada diferenga na contagem microbiana entre os tratamentos ao longo do
armazenamento. Este fato pode ter relagdo com a alta carga microbiana inicial da
matéria-prima, e a concentragao baixa dos compostos ativos nas microcapsulas. De
fato, esta baixa concentracao de ativo que foi insuficiente para controlar o crescimento
microbiano, também ndo promoveu o controle da oxidagao lipidica.

Pesquisas futuras devem concentrar-se na producdo de microcapsulas com
concentracbes maiores de compostos ativos, sua estabilidade térmica e a taxa de
liberacdo dos compostos ativos. Estas informacgdes poderdo auxiliar na escolha da
matriz carnea mais adequada de aplicacdo. Em definido o produto carneo, analises
sensoriais devem ser conduzidas para avaliar a viabilidade técnica de uso e
comercializagcdo. Assim, este trabalho contribui para o avango do uso de compostos
bioativos naturais na conservacdo de alimentos, fortalecendo alternativas mais
seguras e sustentaveis para a industria de produtos carneos.

Apesar do crescente interesse por alternativas naturais aos conservantes
sintéticos, ainda ha escassez de estudos que investiguem a aplicacdo conjunta de
compostos bioativos, como o carvacrol e a capsaicina. Neste contexto, este trabalho
contribui com esta lacuna do conhecimento e reforca a importancia das pesquisas
aplicadas que que exploram a aplicabilidade dos compostos naturais em conservar os

alimentos.
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