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RESUMO

As doencas transmitidas pelos alimentos como a salmonelose impactam a
saude publica e a economia, e dentre os sorovares, S. Heidelberg tem se
destacado pelo aumento da prevaléncia e envolvimento em surtos. Desta
forma, ha busca constante por agentes sanitizantes mais efetivos para o seu
controle no ambiente industrial. Este estudo objetivou verificar a eficiéncia do
acido peracético 0,8% encapsulado em quitosana com e sem a adicdo do
biosurfactante Plantarem 1200 e Plantarem 2000 em inibir cepas de S.
Heidelberg isoladas de alimentos, comparativamente ao Seu usO em
formulacdo comercial. Os testes da inibicdo foram realizados em triplicata, com
trés repeticbes em dias diferentes utilizando o teste de difusdo em discos em
20 cepas de S. Heidelberg previamente isoladas de alimentos pela FIOCRUZ-
RJ. Os resultados demonstraram que o uso do acido peracético 0,8% (APA)
nanoencapsulado em quitosana (APA-QUI) possui poder inibitorio superior ao
APA. Considerando o tamanho dos halos de inibicdo, em 15/20 (75%) das
cepas, 0 encapsulamento do sanitizante foi mais efetivo que o mesmo
sanitizante ndo encapsulado (p<0,05-Tukey). Ja os tratamentos em que 0
Plantarem foi adicionado, o poder inibidor do nanocomposto so6 foi superior ao
do sanitizante ndo encapsulado em 2/20 (10%) das cepas. Conclui-se que o
encapsulamento do &cido peracético em quitosana aumenta o0 seu poder
inibidor frente a S. Heidelberg, o que torna sua utilizacdo promissora para a

higienizacdo da industria de alimentos.
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ABSTRACT

Foodborne diseases such as salmonellosis impact public health and the
economy, and among serovars, S. Heidelberg has stood out for its increased
prevalence and involvement in outbreaks. Thus, there is a constant search for
more effective sanitizing agents for its control in the industrial environment. This
study aimed to verify the efficiency of 0.8% peracetic acid encapsulated in
chitosan with and without the addition of the biosurfactant Plantarem 1200 and
Plantarem 2000 in inhibiting S. Heidelberg strains isolated from food, compared
to its use in commercial formulation. Inhibition tests were performed in triplicate,
with three repetitions on different days using the disk diffusion test on 20 S.
Heidelberg strains previously isolated from food by FIOCRUZ-RJ. The results
showed that the use of 0.8% peracetic acid (APA) nanoencapsulated in
chitosan (APA-QUI) has an inhibitory power superior to APA. Considering the
size of the inhibition halos, in 15/20 (75%) of the strains, the sanitizer
encapsulation was more effective than the same non-encapsulated sanitizer
(p<0.05-Tukey). As for the treatments in which Plantarem was added, the
inhibitory power of the nanocompound was only superior to that of the non-
encapsulated sanitizer in 2/20 (10%) of the strains. It is concluded that the
encapsulation of peracetic acid in chitosan increases its inhibitory power against
S. Heidelberg, which makes its use promising for the hygiene of the food

industry.
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1. INTRODUCAO

A atividade agroindustrial se mantém em constante crescimento, e 0
Brasil tem se destacado tanto na producdo quanto na exportacdo de produtos
de origem animal, sendo o maior exportador mundial de carnes de frango
(ABPA, 2021). Acompanhando o aumento no desenvolvimento desse setor
alimenticio, torna-se mais intensa as disputas sanitarias, com maior uso de
farmacos e possiveis inibidores de infeccoes (NAKAO et al., 2018).

Doengas transmitidas por alimentos (DTAs) sdo mundialmente
importantes devido ao grande numero de pessoas acometidas. Os sintomas
variam desde um simples desconforto gastrointestinal, até casos muito graves
que levam a o6bito. Em sua grande maioria sdo infeccbes ou intoxicacdes
causadas por bactérias e suas toxinas (BRASAO et al., 2017). As DTAs
acometem a populacao pela ingestado de alimentos contaminados, podendo ser
devido a deficiente higienizacdo e manipulacdo na producédo, contaminacao
cruzada, preparo por infectados, ou no caso de carnes de frango, pela
contaminacgao das carcacas durante o abate (MENDONCA et al., 2020).

No mundo, mais de 500 milhdes de pessoas sdo acometidas por
infeccbes alimentares todos os anos (OPAS/OMS, 2019), sendo grande parte
delas relacionadas ao consumo de alimentos de origem animal ou vegetal
contaminados por Salmonella spp (GABARON; OTUTUMI; PIAU JUNIOR,
2015). No Brasil, Salmonella spp foi 0 microrganismo mais envolvido em surtos
alimentares entre os anos de 2007 a 2017 (BRASIL, 2020).

Os sintomas decorrentes da infecdo por Salmonella spp sé&o
principalmente relacionados ao trato gastrointestinal e inclui diarreia, dores
abdominais e febre, porém podem ser muito mais graves e o hospedeiro
permanecer com a bactéria por dias ou meses, facilitando a disseminacao do
agente (MENDONCA et al., 2020). A enfermidade se torna de dificil tratamento
guando esta bactéria apresenta resisténcia aos antimicrobianos, ja que apesar

da vigilancia ter se tornado cada vez mais rigida na utilizacdo destes farmacos,



€ comum o surgimento de cepas mais resistentes, inclusive por pressao de
selecao (MELO et al., 2018).

Varios sorovares de Salmonella se tornam emergentes ao longo do
tempo, tanto pelo aumento no numero de isolamentos quanto por seu
envolvimento em infeccdo humana. Dentre eles, S. Heidelberg tem se
destacado como agente etiologico responsavel por surtos alimentares onde h&a
desenvolvimento de quadros mais graves, devido suas caracteristicas de
viruléncia, além da resisténcia aos antimicrobianos (NAKAO et al., 2018). No
Brasil tem-se observado aumento no numero de isolamentos deste sorovar na
cadeia produtiva avicola (WEBBER et al., 2019).

Uma das formas de controle de Salmonella é a prevencdo de sua
manutencdo e disseminacdo no ambiente industrial por agentes quimicos,
como o uso do acido peracético, que € um sanitizante ja conhecido, testado e
aprovado para uso na industria de alimentos. Porém, € desejavel que sejam
utiizados em uma apresentagcdo mais eficiente, como na forma de
nanocomposto, que é uma proposta promissora a ser explorada, jA que as
nanoparticulas geralmente possuem maior poder de penetracdo, e
consequente, melhor acdo bactericida ou bacteriostatica.

O uso da quitina na producdo de nanocompostos de quitosana €
promissora, por ser atdéxica e biodegradavel, e ainda, possuir atividade
antibacteriana (VALENCIA, 2020). Isso torna essa substancia como uma
alternativa que deve ser explorada para a formacdo de um nanocomposto
encapsulando o &cido peracético, que deve ter sua eficiéncia antibacteriana

averiguada, justificando a proposta deste estudo.
OBJETIVOS
1.1.Geral

Analisar a eficacia in vitro do uso de nanoparticulas de quitosana

encapsulando acido peracético 0,8% para a inibicdo de S. Heidelberg.



1.2.Especifico
Utilizar o teste de difusdo em discos para avaliar a eficiéncia de
nanoparticulas de quitosana encapsulando acido peracético 0,8%, em inibir
cepas de S. Heidelberg;

Determinar se a adicdo do biossurfactante (Plantarem 1200 e Plantarem
2000) influenciam o efeito inibidor do &cido peracético 0,8% encapsulado em
quitosana.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Género Salmonella e sorovar Heidelberg

O género pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos Gram-
negativos, anaerébios facultativos, ndo esporulados, com a maioria dos
sorovares moveis (WHO, 2018), com temperatura e pH 6timos de multiplicacao
de 37°C e 6,5 a 7,5, respectivamente (ADLEY e RYAN, 2016). S&o micro-
organismos ubiquos, com ampla distribuicdo no ambiente e trato intestinal de
animais de sangue quente, que incluem animais de criagcdo, como aves, suinos
e bovinos, além de répteis e invertebrados (CDC, 2018).

A salmonelose é uma das principais causas de gastroenterite bacteriana
em todo o mundo, tanto em paises desenvolvidos quanto nos paises em
desenvolvimento. Isso se deve ao fato de Salmonella spp ser bastante
disseminada no ambiente, sendo considerado um micro-organismo ubiquo, que
somada a variedade de sorotipos, tornam dificil o seu controle, e o género, um
importante agente etiologico de DTAS, e consequentemente, relevante para a
saude publica (WHO, 2018).

Salmonella spp séo responsaveis por cerca de 1,35 milh&o de infeccoes,
26.500 hospitalizagbes e 420 mortes nos Estados Unidos por ano, sendo 0s
alimentos a fonte de transmissdo mais recorrente (CDC, 2020). No Brasil entre
os anos de 2000 e 2017, foram registrados 12.660 surtos de doencas
disseminadas por alimentos, sendo o agente mais isolado Salmonella spp.
(BRASIL, 2018).

O consumo de carne e ovos de aves contaminados Sdo 0s principais
veiculadores da salmonelose humana, mas carnes bovina e suina, leite e 4gua
contaminados também sdo incriminados (EFSA, 2017; CDC, 2018). Véarios

fatores podem ser associados a alta incidéncia nos alimentos de origem



animal, entre eles, criagbes com excesso de animais alojados em um mesmo
ambiente e ndo adequacao as préticas de biosseguridade (YAMAWAKI, 2020),
que com grande ndamero de animais infectados, consequentemente, aumentam
as chances da contaminacao da carne.

Dentre os diferentes sorovares, S. Heidelberg tem se destacado pelo
alto numero de isolamento em alimentos e envolvimento em infec¢des
humanas (NAKAO et al., 2018). A presenca deste sorovar tem sido relatada
em planteis avicolas e abatedouros no Brasil a partir de meados de 1960, e
desde entdo, descritas evolu¢des nas cepas, como resisténcia a antibiéticos,
que resulta em maior dificuldade para o seu controle (VELLANO, 2019). Além
disso, S. Heidelberg é o 12° sorovar mais frequente em surtos de salmonelose
nos Estados Unidos (ETTER et al., 2019). No Canada, foi o terceiro sorovar
mais identificado, de acordo com o Programa Nacional de Vigilancia Entérica
(NESP), em 2016 (CANADA, 2018). Na Argentina, um estudo de Dominguez et
al. (2021) identificou isolados multirresistentes em granjas de frango com alta
similaridade entre suas granjas integradas.

Dessa forma, S. Heidelberg destaca-se pela persisténcia, viruléncia e
resisténcia a antimicrobianos, o que pode ser decorrente de estruturacao
genética da bactéria ou adaptacdo ao ambiente (BASSANI, 2017). Existem
indicios de que S. Heidelberg possua maior impacto ao hospedeiro devido a
semelhancas ao sorotipo S. Enteritidis, que até pouco tempo era considerado
como o sorovar de maior patogenicidade, considerando os danos em 6rgaos
afetados (VELLANO, 2019). As doencas causadas por S. Heidelberg
apresentam-se mais severas, com altas taxas de letalidade e quadros de
infeccbes extra intestinais sistémicas, além do maior risco de 6bito em
criancas, gravidas e idosos (COLLINEAU et al, 2020; BOUBENDIR et al.,
2020).

2.2.Resisténcia microbiana e uso do acido peracético nanoparticulado

A resisténcia antimicrobiana é uma ameaca a saude publica mundial.
Dados da OMS sugerem que até o ano de 2050, a resisténcia bacteriana pode
gerar custo de aproximadamente US$100 trilhdes, além dos consequentes
Obitos (ANVISA, 2019). Para o controle da resisténcia € importante o uso



racional de antimicrobianos na producdo animal e o emprego adequado de
sanitizantes, respeitando a legislacdo e dosagem, ja que a subdosagem pode
trazer como consequéncia a resisténcia (COLLA et al., 2012).

A resisténcia microbiana aos sanitizantes impacta além da saude
publica, a economia, jA que leva consequéncias na exportacdo de carnes,
principalmente a de frango (WEBBER et al., 2019).

Varios sanitizantes séo utilizados na higienizacdo de frigorificos e outros
ambientes, destacando-se o0 acido peracético (APA), que € eficaz em baixas
concentracfes, com custo acessivel e acao rapida (WEBBER et al., 2019;
VOLSCHAN et al., 2019). O APA ¢ utilizado principalmente em superficies na
industria ou em &gua aquecida a 85°C para higienizacdo dos utensilios
(OLIVEIRA et al., 2019). O modo de acdo do APA é complexo e resulta na
ruptura de ligacdes quimicas no interior da membrana celular (CREMIEUX;
DAVIN-REGLI, 2000).

O APA combina as propriedades do oxigénio ativo do peroxido ligado a
molécula de &cido acético, equilibrando as propriedades acidas e oxidantes.
Essa combinacdo € sinérgica, ou seja, na presenca de matéria organica
também h& atividade do sanitizante (BLOCK, 2001). Na inddstria, a
concentracdo maxima € de 15%, para garantir a estabilidade quimica, e
diminuir o potencial de autocombustéo e intoxicacao (ECHA, 2016).

A utilizacdo do APA possui inUmeras vantagens, entre elas, a alta
eficacia na sanitizacado quando utilizada baixas concentraces do produto, acdo
em diversos microrganismos, baixo tempo de contato, eficiéncia em amplas
faixas de pH, além de n&o ocorrer bioacumulagcéo de seus residuos, que aliado
as baixas concentracdes, acarreta em menor impacto ambiental (ECETOC,
2001; CAVALLINI et al, 2012; LUUKKONEN et al, 2014). Mas, Machado et al.
(2010) observaram reducdo na eficacia desse sanitizante em células livres de
Salmonella em concentra¢gdes de 0,2% e 0,3%, além da ineficiéncia na inibicdo
de células sésseis.

Entre as desvantagens na utilizacdo do APA destacam-se a instabilidade
quando néao diluido, alta capacidade de corrosdo em metais, baixa atividade em
alteracbes do pH, além do risco para a saude do manipulador, sendo

necessario o uso de equipamentos de protecdo individual (EPI) adequados



para evitar irritacdo nos olhos, pele e trato respiratério (SILVA & RABELO,
2020).

RDC n. 2, de 8 janeiro de 2004 Agencia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) aprovou o uso do acido peracético na lavagem de alguns alimentos,
com doses satisfatorias para conter microrganismos danosos sem que haja
resquicio desse sanitizante (ANVISA, 2004).

Para superacédo destes obstaculos, o desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas tem sido exponencialmente descrito como opcdo de agentes
antimicrobianos inovadores. Tais nhanodispositivos sdo molecularmente
planejados com o objetivo de aumentar a eficacia, contribuir para o
reconhecimento e ligacdo celular, permitindo encapsular moléculas para
multiplas aplicacbes, sendo assim, sistemas altamente promissores
(CHANDRA et al, 2020).

O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas aliado a agentes
antimicrobianos se mostra uma aliada eficaz no transporte de moléculas, pois
promove uma liberacdo sustentada do agente encapsulado e diminui a sua
inativagcdo precoce, atuando como drug delivery systems. O produto
nanoparticulado pode ser administrado em doses menores, e
consequentemente, ocorrera menores riscos de toxicidade, apresentando

estabilidade, seguranca e eficacia (OLIVEIRA et al., 2018).

2.3. Nanoparticulas

As nanoparticulas sdo estruturas em escalas nanométricas, com
dimensdes entre 1 e 500 nandmetros, obtidas devido aos avangos da
nanociéncia (BAKER et al., 2017). S&o particulas extremamente pequenas que
ndo sdo possiveis observar a olho nu. Para melhor compreensao, podemos
comparar com estruturas pertencentes a escala nanomeétrica, como 0s virus
(200 nm), hemoglobina (10 nm) ou o fulereno (1 nm), uma molécula alotrépica
de 60 atomos de carbono (GOESMANN & FELDMANN, 2010).

Devido a miniaturizacdo, essas particulas apresentam um dréstico
aumento da area superficial quando comparadas com particulas de mesma
natureza em macro escala, o que influencia fortemente nas propriedades fisico-

quimicas e atividade bioldgica das moléculas, possibilitando ainda interacdes



especificas, que séo caracteristicas de um sistema nanoparticulado (KHAN et
al, 2019).

As nanoparticulas biopoliméricas possuem propriedades como a
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e facilidade no
preparo, o que permite sua aplicacdo em diversas areas, tais como a biologia,
medicina, odontologia, agronomia, industrias farmacéuticas, inddstrias de

alimentos e cosmetologia (SHARIFI et al., 2020).

2.3.1. Nanoparticula de Quitosana

A quitosana € um biopolimero catibnico e biocompativel, obtido a partir
da desacetilagdo da quitina, que pode ser encontrada de forma abundante na
natureza no exoesqueleto de animais invertebrados, como insetos, crustaceos
(caranguejo, camardo, lagostas), carapaca de moluscos, e também na parede
celular de algumas plantas, como algas marinhas e fungos (KMIEC et al, 2017).
Seu uso apresenta importancia ndo s6 econémica, mas também ambiental.
Isso se da, pois a pesca de crustaceos gera um elevado acumulo de
carapacas, consideradas como residuos poluentes, ja que ndo sdo utilizadas
pela indUstria pesqueira. Assim sua reutilizacdo para outros fins diminui o
impacto ambiental causado pela pesca extrativa (AZEVEDO, 2007).

Considerado um dos polissacarideos naturais mais ricos ho ambiente, o
biopolimero quitina é transformado em quitosana quando transfigura-se por
modificacdo mecanica, resultando em solubilidade em meio aquoso e alguns
acidos, o que confere maior utilidade em distintas operacfes industriais
(VALENCIA, 2020; DE MELO BARROS et al., 2020). Assim, a quitosana tem
se mostrado bastante atrativa, e vem adquirindo maior espaco devido
atribuices multifuncionais no ambito alimenticio, farmacéutico, antimicrobiano,
dentre outros (SOUSA et al., 2019).

A quitosana destaca-se quando comparada a compostos sintéticos por
ser um polimero natural solivel em agua e apresentar pH neutro. A
nanoparticula de quitosana pode ser adquirida de diferentes maneiras e possui
baixos indices téxicos, 0 que explica seu constante uso por farmacéuticas
(MUSTAFA et al., 2017).

Existem diferentes hipdteses da forma como a quitosana atua na

inativacdo de micro-organismos, mas € consistente que a densidade de massa



molecular da quitosana inibe a atividade de bactérias Gram positivas e Gram
negativas de formas distintas, inativando ambas de forma satisfatéria (DE
MELO BARROS et al., 2020). A quitosana tem alta capacidade de conservacéo
e pode atuar contra células de fungos, inibindo a deterioracdo de alimentos e
plantas (SOUSA et al., 2019).

O conjunto das caracteristicas da quitosana a tornam interessante para
o carreamento de sanitizantes ja conhecidos e testados como o0 acido

peracético, o que instiga testes na forma de nanocomposto.

2.3.2. Plantarem

Surfactantes sdo compostos anfipaticos que conseguem interagir com
grupos hidrofébicos e hidrofilicos, com capacidade de difusdo na agua e
realizar a interfaces ar / agua ou Oleo / agua, o que gera emulsdes estaveis
com muitas aplicacBes. Plantarem é uma substancia biossurfactante da classe
dos poli aquil glicosideos (MOLDES et al., 2021).

O Plantarem 1200 (Lauryl Glucoside) e Plantaren 2000 (Decyl
Glucoside) sao tensoativos ndo ionicos, que atuam tanto como tensoativo
primario como secundario em uma grande variedade de formulacdes de
produtos de higiene pessoal, que podem também atuar como coemulsionantes
em diversas formula¢gbes. Sdo produtos com excelente biodegradabilidade e
considerados atoxicos e seguros (BASF, 2021). O uso destas substancias em
nanocompostos contribui para a sua estabilidade e seu efeito deve ser
investigado.

3. METODOLOGIA

3.1. Cepas

Foram testadas 20 cepas de S. Heidelberg previamente isoladas de
alimentos entre os anos de 2011 a 2017, provenientes da colecdo de culturas
de Enteropatégenos Bacterianos, que integra a Colecdo Bioldgica de Bactérias
de Interesse em Saude do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ-RJ), que
também forneceu as informacdes sobre a sua origem (Tabela 1).

As cepas foram previamente caracterizadas quanto a resisténcia aos

antimicrobianos, potencial virulento e por andlise filogenética por MONTEIRO



(2020), e estdo depositadas no banco de culturas do Laboratorio de
Epidemiologia Molecular da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia.

Para as analises, as estirpes foram descongeladas em temperatura
ambiente e reativadas em caldo infusdo de cérebro e coracéo (BHI) por 18 a 24
horas a 37°C e depois estriadas em agar de desoxicolato lisina xilose (XLD) na
mesma temperatura por 24 horas. Apds, uma a trés coldnias puras foram
adicionadas em NaCl 0,8% estéril até atingir a turvacdo de 0,5 da escala de
MacFarland que corresponde a aproximadamente 1,5 x 10°® unidades

formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL).

Tabela 1. Identificacdo, estado de origem e ano de isolamento de Salmonella
Heidelberg isoladas de alimentos no Brasil, no periodo de 2011 a 2017.

Identificacdo Ano de Estado de
Cepas isolamento isolamento Amostra
2H 2016 MG CF!
5H 2012 PR CFR?
6H 2014 scC CF
7H 2016 SP CN®
8H 2013 scC CF
9H 2011 RS CFR
13H 2017 scC CF
14H 2013 scC CF
19H 2017 MG BS’
20H 2012 PR CcMmS®
21H 2015 scC CF
24H 2017 SP CTF
25H 2012 PR CMS
26H 2011 SP CFR

27H 2014 SC CF



28H 2015 SC CF

29H 2011 PR CFR
31H 2017 MG SCX6
32H 2013 SC CF
36H 2013 SC CF

Adaptada de MONTEIRO (2020). 'CF = carcaca de frango; °CFR = carcaca de frango
resfriada; 3CN = carne; *BS = barriga suina; >°CMS = carne mecanicamente separada;
®SCX = sobrecoxa.

3.2. Avaliacdo em teste de inibicdo em &gar
Foi verificada comparativamente as capacidades do &cido peracético
0,8% e do acido peracético 0,8% encapsulado em nanoparticulas de quitosana
com e sem a adi¢do do biosurfactante Plantarem em inibir o crescimento de 20
cepas de S. Heidelberg, resultando nos seguintes tratamentos:
a) Controle negativo: NaCl 0,9% estéril;
b) Controle positivo: acido peracético 0,8% (APA);
c) Tratamento 1: 4cido peracético 0,8% encapsulado em quitosana (APA-
QUIT);
d) Tratamento 2: &cido peracético 0,8% encapsulado em quitosana, com
adicao de Plantarem 1200 (APA-QUIT/PL1200);
e) Tratamento 3: acido peracético 0,8% encapsulado em quitosana, com
adicao de Plantarem 2000 (APA-QUIT/PL 2000).

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, com trés repeticdes em
dias distintos.

Para os testes de inibicdo, inicialmente, papel de filtro estéril foi cortado
em circulos de 12 mm de didmetro e esterilizados em autoclave. Estes discos
foram impregnados com 30uL de acido peracético 0,8% (controle) e com 30 pL
do mesmo sanitizante, porém, previamente encapsulado em nanoparticulas de
quitosana, com e sem a adicdo de Plantarem (tratamentos 2 e 3). Discos
estéreis foram adicionados de 30uL de solucdo de NaCl 0,9% estéril para
serem utilizados como controle negativo. Todos discos foram secos

assepticamente em estufa regulada a 35°C para as analises posteriores.



O teste de inibicdo foi realizado a partir de suspensdo bacteriana
previamente preparada e padronizada a 0,5 na escala de MacFarland. Os
cultivos (100 microlitros) foram distribuidos uniformemente na superficie de
uma placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton e apds a absorcéo total de
inoculo, os discos secos contendo os tratamentos e controles foram
depositados em triplicata na superficie da placa.

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, e ap0s, ocorreu a

medicao dos halos de inibicdo em milimetros, dos tratamentos e controles.

3.3. Analise estatistica

Os resultados foram tabulados e submetidos a estatistica descritiva, com
calculo de médias e desvio padrdo. Em paralelo foi realizada a anélise para
verificar a distribuicdo normal dos dados pelo teste de Kolmogorov-Sminorv,
seguida do teste de ANOVA e os tratamento comparados em duplas pelo teste
de Tukey (p<0,05).

As andlises foram realizadas com o auxilio do programa estatistico

Action.

4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nenhuma das triplicatas e repeticdes foi observado halo de inibicéo
no controle negativo, indicando que ndo houve contaminacgao bacteriana.

A comparacdo dos resultados do controle positivo (acido peracético
comercial 0,8% - APA) ao APA encapsulado em quitosana, considerando o
tamanho dos halos de inibicdo, demonstrou que em 15/20 (75%) das cepas, 0
encapsulamento do sanitizante se mostrou mais efetivo para a inibicdo da
multiplicacéo (Tabela 2).

Os nanocompostos sao particulas que apresentam uma dimensao
inferior a 100nm e sdo estaveis a altas temperaturas e pressdes. Também
apresentam efeito minimo sobre células humanas (REDDY et al., 2007) e
podem ser usados para estender a vida de prateleira de produtos frescos e
carneos (STOIMENOV et al.; 2002). Sao consideradas como uma alternativa
promissora ao uso de desinfetantes em processos produtivos, ou como neste

estudo, intensificando a acdo do antimicrobiano. Estas caracteristicas foram



comprovadas em nosso estudo, ja que em 75% das cepas de S. Heidelberg
avaliadas, o nanocomposto controle foi mais efetivo.

Na industria de alimentos brasileira, o acido peracético esta entre os
principais agentes quimicos utilizados na sanitizacdo ambiental, porém estudos
vem demonstrando a emergéncia de resisténcia. MELO et al. (2017) isolou e
testou cepas de C. jejuni em biofilmes e constatou resisténcia conjunta ao
acido peracético, hipoclorito de sodio e clorexidina em 30% (30/100) das cepas.
A presenca de cepas tolerantes aos diferentes sanitizantes sugere que 0 usO
desses agentes na rotina do ambiente industrial de forma inadequada pode
resultar na exposicdo subletal a estes biocidas, representando um risco real
para a adaptacdo destas bactérias, além de influenciar positivamente na
producdo de biofimes (KEERATIPIBUL, TECHARUWICHIT; 2012,
TECHARUVICHIT et al., 2016).

Tabela 2. Tamanho dos halos de inibicdo (mm) de S. Heidelberg frente a

acido peracético 0,8% (APA) e acido peracético encapsulado em quitosana

(APA-QUIT)

CEPAS Tratamentos

APA-QUIT CONTROLE (APA) p-valor
2H 29.4+3.0 21.5+2.4 0,0163*
5H 33.8+1.4 26.1+2.5 0.0048*
6H 32.9+1.3 22.9+1.2 0,0002*
7H 30.4+3.9 22.1+3.7 0,029*
8H 32.3+2.3 24.3+3.7 0,045*
13H 32.3+2.7 23.3+2.2 0,001*
14H 29.5+3.2 21.9+1.9 0,0320*
20H 30.3+1.4 18.8+2.4 0,0001*
21H 32.2+0.5 24.2+2.8 0,047*
24H 31.7+1.4 22.7+0.9 0,0008*
25H 34.5+2.7 24.8+0.8 0,038*
26H 29.9+1.6 22.2+1.3 0,001*
27H 29.5+0.5 20.7+0.3 0,0001*
28H 30.0£1.0 23.3t1.3 0,001*
32H 32.243.4 22.9+2.7 0,0282*

* p < 0,05 — teste de Tukey.



E possivel que os bons resultados obtidos no encapsulamento com a
quitosana se deva também a atividade deste biopolimero, pois h&4 consenso
que a quitosana atua na inativacdo de microrganismos. Além disso, €
consistente que a densidade de massa molecular da quitosana inibe a
atividade de bactérias Gram positivas e Gram negativas (DE MELO BARROS
et al., 2020).

O Plantarem 1200 (lauryl glucoside) e Plantare 2000 (Decyl Glucoside)
sdo biossurfactantes da classe dos poli aquil glicosideos, extensivamente
utilizados na industria farmacéutica e que podem ser adicionados a
nanocompostos com o objetivo de deixa-los mais estaveis. Em nosso estudo,
nao foi observado vantagens em sua adigdo ao nacomposto de APA e quitina.
Em somente duas cepas (6H e 20H), o nanocomposto com a adicdo de
Plantarem foi estatisticamente superior ao APA (controle) na inibicdo do

crescimento de S. Heidelberg (Tabela 3).

Tabela 3. Halos de inibicdo (mm) de S. Heidelberg frente a acido peracético
0,8% encapsulado em quitosana com adi¢ao de Plantarem 1200 e 2000.

CEPAS TRATAMENTOS
CONTROLE  QUIT-APA/ p-valor QUIT-APA/ p-valor

APA PL1200 PL2000
6H 22.9%1.2 27.3t1.2 0,0378* 26.7+2.4 0,0688*
20H 18.8+2.4 26.1+1.8 0,00389* 24.2+0.8 0,0213*

* p < 0,056 — teste de Tukey. APA= acido acético 0,8%. QUIT-APA/ PL1200= APA
encapsulado em quitina + Plantarem 1200. QUIT-APA/ PL2000= APA encapsulado em
quitina + Plantarem 2000.

As diferengas entre os todos os tratamentos foram comparadas em
relacdo ao controle positivo (APA 0,8%) pela ANOVA (Figura 1).

Os resultados confirmam o aumento do poder inibitério do &cido
peracético 0,8% quando encapsulado em nanocomposto de quitina em
relacdo a solucdo tradicional, demonstrando seu uso promissor na
higienizagdo industrial para controle de S. Heidelberg. Porém, apesar de o
Plantarem ser um composto anfipatico amplamente utilizado em produtos de
higiene como estabilizador de emulsbes e atuar como coemulsionante em
diversas formulagbes (MOLDES et al., 2021; BASF, 2021), ndo houve

vantagem na sua agregacao ao nanocomposto de quitina e 4cido peracético



0,8%. Com a adicdo desse biosurfactante ao nanocomposto, somente 2/20
(10%) das cepas foram mais inibidas em relacdo ao &cido peracético nao
encapsulado, enquanto que o nanocomposto de quitina e &cido peracético
sem a adicao (APA-QUIT) foi superior na inibicdo de 75% das cepas de S.
Heidelberg.
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Figura 1. Comparacédo da eficiéncia de tratamentos na inibicdo de seis cepas
de S. Heidelberg (ANOVA — p<0,05). Controle: acido peracético 0,8%; QUIT-
APA: &cido peracético 0,8% encapsulado em quitosana; QUIT-APA/PL1200:
acido peracético 0,8% encapsulado em quitosana, adicionado de Plantarem
1200; QUIT-APA/PL2000: acido peracético 0,8% encapsulado em quitosana,
adicionado de Plantarem 2000.

5. CONCLUSAO

A nanotecnologia apresenta-se como estratégia promissora alternativa
ao uso de desinfetantes ou no aumento de sua eficiéncia. O encapsulamento
do &cido peracético em quitosana na forma de nanocomposto se mostrou
eficiente e capaz de potencializar o efeito inibidor do sanitizante em S.
Heidelberg, instigando avaliacbes em outras espécies bacterianas e em outras
situacdes, como o controle de biofilmes.

A adicdo do biosurfactante Plantarem 1200 e 2000 ao nanocomposto
ndo trouxe vantagens na inibicdo de S. Heidelberg, influenciando

negativamente no efeito sanitizante.
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