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RESUMO 
 

Salmonella spp e Escherichia coli são importantes agentes etiológicos de doenças transmitidas 
pelos alimentos e seu controle ineficaz no ambiente industrial reflete em impactos na saúde 
pública e na economia, podendo disseminar a resistência bacteriana e dispender maiores gastos 
com tratamentos. Este estudo foi dividido em dois capítulos. O primeiro aborda considerações 
gerais que objetivam elucidar particularidades sobre Salmonella e E. coli, os sanitizantes 
comumente empregados no controle e contextualização sobre o emprego da nanotecnologia 
como alternativa a esse problema. O segundo capítulo objetivou verificar a eficiência do 
nanocontrole frente Salmonella Heidelberg e E. coli. Foram desenvolvidas duas formulações 
de nanopartículas biopoliméricas à base de quitosana para encapsular ácido peracético (APA) 
na concentração de 0,8%, com ou sem a adição de biossurfactante. Paralelamente, foram 
desenvolvidas duas formulações de carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) contendo 
manteiga de Karité como lipídeo sólido e óleos essenciais (OE) de canela e orégano como 
lipídeos líquidos, adicionados de biossurfactante. As quatro formulações foram caracterizadas 
quanto ao tamanho da partícula, índice de polidispersividade e potencial Zeta, com análise da 
estabilidade físico-química a 25ºC por 120 (CLN) e 365 dias (nanopartículas biopoliméricas) e 
a morfologia observada por microscopia eletrônica de transmissão (MET). A eficiência da 
inibição das formulações frente aos micro-organismos foi testada em ensaio de difusão em 
discos e concentração inibitória mínima (CIM). Todas as formulações apresentaram 
estabilidade físico-química adequada e capacidade de inibição dos micro-organismos. A MET 
evidenciou nanopartículas com morfologia, contornos e distribuição adequados para esse tipo 
de sistema. A formulação de quitosana encapsulando APA apresentou melhores resultados nos 
testes de difusão em ágar, com halos de inibição superiores (32,33 – 33,7 mm) ao grupo controle 
somente com APA 0,8% (22,89 – 26,11 mm) em S. Heidelberg. Ainda, as nanopartículas de 
quitosana encapsulando APA com a adição ou não de biossurfactante obtiveram valores de CIM 
de 0,63 e 1,25 mg. mL-1, para duas cepas de S. Heidelberg e 1,25 mg. mL-1 para cepas de E. 
coli. Já para os CLN, resultados admiráveis foram obtidos com OE de canela, de acordo com 
os valores da CIM (0,78 mg.mL-1) para cepas de E. coli. Já nas cepas de S. Heidelberg, os 
melhores resultados foram obtidos com o CLN contendo OE de orégano (0,65 mg.mL-1). Os 
resultados sugerem que o uso de nanopartículas pode ser uma alternativa promissora na inibição 
de micro-organismos de importância para a saúde pública, principalmente no cenário atual de 
constante aumento na resistência aos antimicrobianos convencionais e procura de soluções que 
garantam a sustentabilidade ambiental. 
 
Palavras-chave: saúde pública; quitosana; carreadores lipídicos nanoestruturados; 

sanitizantes. 

 

 
 

 
 

 
 



 

 
 

ABSTRACT 
 

Salmonella spp and Escherichia coli are important etiological agents of foodborne diseases and 
their ineffective control in the industrial environment reflects in impacts on public health and 
the economy, which can spread bacterial resistance and spend more on treatments. This study 
was divided into two chapters. The first addresses general considerations that aim to elucidate 
particularities about Salmonella and E. coli, the sanitizers commonly used to control and 
contextualize the use of nanotechnology as an alternative to this problem. The second chapter 
aimed to verify the efficiency of the nanocontrol against Salmonella Heidelberg and E. coli. 
Two formulations of chitosan-based biopolymer nanoparticles were developed to encapsulate 
peracetic acid (APA) at a concentration of 0.8%, with or without the addition of biosurfactant. 
In parallel, two formulations of nanostructured lipid carriers (NCL) were developed containing 
Shea butter as a solid lipid and essential oils (EO) of cinnamon and oregano as liquid lipids, 
added with biosurfactant. The four formulations were characterized in terms of particle size, 
polydispersity index and Zeta potential, with analysis of the physicochemical stability at 25ºC 
for 120 (NLC) and 365 days (biopolymeric nanoparticles) and the morphology observed by 
transmission electron microscopy (TEM). The inhibition efficiency of the formulations against 
microorganisms was tested in a disk diffusion test and minimum inhibitory concentration 
(MIC). All formulations showed adequate physicochemical stability and ability to inhibit 
microorganisms. The TEM showed nanoparticles with morphology, contours and distribution 
suitable for this type of system. The formulation of chitosan encapsulating APA showed better 
results in the agar diffusion tests, with higher inhibition halos (32.33 - 33.7 mm) than the control 
group with only 0.8% APA (22.89 - 26.11 mm) in S. Heidelberg. Furthermore, the chitosan 
nanoparticles encapsulating APA with or without the addition of biosurfactant obtained MIC 
values of 0.63 and 1.25 mg. mL-1, for two strains of S. Heidelberg and 1.25 mg. mL-1 for E. coli 
strains. As for NLCs, admirable results were obtained with cinnamon EO, according to the MIC 
values (0.78 mg.mL-1) for E. coli strains. On the other hand, in S. Heidelberg strains, the best 
results were obtained with NLC containing oregano EO (0.65 mg.mL-1). The results suggest 
that the use of nanoparticles can be a promising alternative in the inhibition of microorganisms 
of importance to public health, especially in the current scenario of constant increase in 
resistance to conventional antimicrobials and the search for solutions that guarantee 
environmental sustainability. 
 
Keywords: public health; chitosan; nanostructured lipid carriers; sanitizers. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

Doenças transmitidas por consumo de alimentos contaminados (DTAs) com bactérias 

possuem relevância mundial em saúde pública, uma vez que atingem cerca de 600 milhões de 

pessoas e provocam em média 420 mil mortes todos os anos (ONU, 2021). Dentre os agentes 

etiológicos mais prevalentes das DTAs em humanos estão as bactérias do gênero Salmonella e 

Escherichia coli patogênicas, que além da predominância de sintomas entéricos, podem causar 

complicações e até a morte, dependendo da relação hospedeiro vs parasita (ABU et al., 2019).   

          Essas bactérias são comumente encontradas em intestinos de aves e mamíferos, o que 

facilita a contaminação do ambiente industrial durante o abate e processamento, e 

consequentemente, das carcaças (CDC, 2019; WARD et al., 2021; ATNAFIE et al, 2017). 

Diante disso, observa-se a necessidade de se realizar a higienização adequada em indústrias 

alimentícias, objetivando eliminar ou reduzir a níveis aceitáveis a carga microbiana (COLLA 

et al., 2014). No entanto, há um crescente aumento da resistência microbiana aos sanitizantes 

convencionais, o que causa impactos negativos na economia e saúde pública, instigando a 

necessidade de se criar agentes sanitizantes alternativos de mais eficazes e sustentáveis 

(WEBBER et al., 2019). 

O desenvolvimento de nanopartículas atuando como agentes antimicrobianos tem se 

mostrado promissor e inovador (CHANDRA et al., 2020). Quando aliados aos agentes 

antimicrobianos, esses nanodispositivos se mostram eficazes no transporte de moléculas, 

promovem a liberação sustentada do ativo e diminuem sua inativação precoce. Além disso, por 

poder ser utilizada em doses menores, diminui os riscos de toxicidade e contaminação 

ambiental, além de apresentar estabilidade, segurança e maior eficiência (OLIVEIRA et al., 

2018).  

Um dos sanitizantes com maior eficácia utilizado em indústrias alimentícias é o ácido 

peracético (APA), que possui boa atuação em superfícies e é capaz de inativar diferentes 

bactérias (OLIVEIRA et al., 2019; ZHANG et al., 2020). Entretanto, na presença de matéria 

orgânica sua eficiência é reduzida, possui instabilidade de armazenamento e risco de 

intoxicação para o manipulador (WEBBER et al., 2019; VOLSCHAN et al., 2019). Também já 

foi observado que em concentrações de 0,2% e 0,3%, esse agente apresentou eficácia reduzida 

contra células planctônicas de estirpes de Salmonella, além de baixa eficiência contra células 

sésseis (MACHADO et al., 2010).  
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A quitosana é um biopolímero catiônico e biocompatível, obtido a partir da 

desacetilação da quitina, que possui valor na indústria alimentícia por ser utilizada na produção 

de alimentos funcionais, recobrimento de frutas e por atuar como conservante, bactericida e 

fungicida (KMIEC et al., 2017; AZEVEDO et al., 2007). O processamento da quitosana 

utilizando nanotecnologia pode otimizar sua ação, pois o perfil in vitro de liberação dos ativos 

encapsulados por esta matriz reticulada é compatível com a erosão e inchamento das paredes 

biopoliméricas das nanopartículas, o que possibilita a difusão do ativo para o meio externo de 

forma prolongada (AOUADA, 2009).  

Outro composto que pode ajudar na inibição de bactérias patogênicas são os carreadores 

lipídicos nanoestruturados (CLN), compostos pela mistura de ao menos um lipídio no estado 

sólido e um líquido sendo estabilizados por surfactantes, capazes de liberar gradativamente o 

princípio ativo fixado em sua estrutura (KRAMBECK et al., 2021; BASHIRI et al., 2020). Já 

foi constatado que a utilização de CLN carreando óleos essenciais (OE) mostrou-se eficiente e 

com melhor desempenho que sanitizantes convencionais à base de cloro (GHODRATI; 

FARAHPOUR; HAMISHEHKAR, 2019). 

Os OE são substâncias sintetizadas, armazenadas e liberadas pelas plantas e possuem 

atuação contra bactérias, fungos e toxinas associadas, que apresentam baixa toxicidade e são 

relativamente seguros para a saúde e meio ambiente (KHEZRI; FARAHPOUR; MOUNESI 

RAD, 2020; TAZEHJANI; FARAHPOUR; HAMISHEHKAR, 2021). No entanto, os OE 

apresentam limitações por conterem compostos voláteis, sendo instáveis e facilmente 

degradados por fatores ambientais. Assim, o encapsulamento em nanossistemas aumenta sua 

estabilidade e ação antimicrobiana (KHEZRI; FARAHPOUR; MOUNESI RAD, 2020).  

A resistência aos antimicrobianos é um dos grandes problemas de saúde pública do 

século XXI. Paralelamente, as dificuldades de produzir um alimento inócuo é a realidade das 

indústrias, que precisam estabelecer medidas mais eficazes de controle microbiológico. Nesse 

contexto, as opções para a geração de novos biomateriais são cruciais para as políticas mundiais 

de saúde pública. Por estes fatores, o emprego da nanotecnologia apresenta-se como estratégia 

promissora, economicamente viável e alternativa na inibição de micro-organismos patogênicos 

nos processos produtivos industriais. Estudos sobre este tema, como o proposto neste trabalho, 

podem servir como modelo para a utilização de estratégias nanotecnológicas no controle de 

outros agentes.  
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1.1 Objetivo geral 
 

Desenvolver novos produtos nanoestruturados de partículas de origem natural, 

biopoliméricas à base de quitosana para a liberação sustentada de ácido peracético (APA) e 

carreadores lipídicos nanoestruturados com óleos essenciais de canela e orégano para uso nas 

práticas de higienização industrial, com adequada estabilidade físico-química e ação 

antimicrobiana em cepas de S. Heidelberg e E. coli planctônicas. 

 

1.2 Objetivos específicos 
 

i) Desenvolver formulações de nanopartículas de quitosana encapsulando APA (0,8%), 

adicionado ou não de biossurfactante (Plantaren 1200®)); 

ii) Desenvolver formulações de carreadores lipídicos nanoestruturados contendo óleos 

essenciais de canela e orégano como lipídeo líquido e manteiga de Karité como lipídeo sólido, 

todas estabilizadas por biossurfactante (Plantaren 1200®); 

iii) Verificar a atividade antimicrobiana in vitro das formulações de quitosana encapsulando 

APA (0,8%) com e sem biossurfactante, frente a cepas de S. Heidelberg e E. coli planctônicas;  

iv) Verificar a atividade antimicrobiana in vitro das formulações de carreadores lipídicos 

nanoestruturados com óleos essenciais frente a cepas de S. Heidelberg e E. coli planctônicas;  

v) Determinar a concentração inibitória mínima das formulações de quitosana encapsulando 

APA (0,8%) com e sem biossurfactante frente a cepas de S. Heidelberg e E. coli planctônicas e 

comparar com a concentração obtida para APA 0,8% comercial; 

vi) Determinar a concentração inibitória mínima das formulações de carreadores lipídicos 

nanoestruturados contendo óleos essenciais de canela e orégano frente a cepas de S. Heidelberg 

e E. coli planctônicas; 

vii) Determinar se na formulação de nanopartícula de quitosana encapsulando APA (0,8%) em 

que foi adicionado o biossurfactante (Plantaren 1200®) foi obtido efeito adjuvante no potencial 

de inibição e se houve impacto na avaliação da estabilidade físico-química; 

viii) Caracterizar e acompanhar a estabilidade físico-química das formulações armazenadas em 

temperatura ambiente (25ºC) durante no mínimo 120 dias (formulações de carreadores lipídicos 

nanoestruturados) e no máximo 365 dias (nanopartículas de quitosana encapsulando APA 
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0,8%), por meio da análise de tamanho de partículas, índice de polidispersão (PDI) e potencial 

Zeta pela técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS); 

ix) Realizar a caracterização morfológica das formulações desenvolvidas por Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (MET); 

x) Publicação de artigos científicos e solicitação de depósito de patente se obtidos resultados 

promissores. 

 
2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1 Caracterização do gênero Salmonella 

 

O gênero Salmonella é composto por bastonetes Gram negativos pertencentes à família 

Enterobacteriacea, não esporulados, anaeróbios facultativos, capazes de produzir gás sulfídrico 

a partir da fermentação da glicose e reduzir o enxofre (WHO, 2018). A maioria das espécies do 

gênero tem a capacidade de se desenvolver em uma faixa de temperatura entre 7 °C a 45 °C e 

pH entre 4,5 a 9,0. Além disso, apresentam boa resistência a dessecação e ao congelamento, o 

que lhes proporcionam maior possibilidade de sobrevivência, podendo permanecer em diversos 

ambientes, por longos períodos, de dias a anos (PALMER et al.,  2021).  

  A classificação de Salmonella é determinada a partir da análise das estruturas 

antigênicas presentes na superfície celular, sendo elas: antígeno somático (O), flagelar (H) e 

capsular (vi), de acordo com o esquema de White-Kauffmann-Le Minor (GUIBOURDENCHE 

et al., 2010). A partir do antígeno somático O, a sorotipagem pode ser realizada por reações 

simples e rápidas, auxiliando na coleta de dados epidemiológicos, determinando a qual grupo 

o isolado pertence. Contudo, todas as estruturas antigênicas podem ser utilizadas para a 

sorotipagem. O antígeno H identifica o sorovar dos isolados e o antígeno capsular ocorre em 

apenas algumas cepas, sendo elas Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi C e Salmonella 

Dublin, podendo eventualmente ocorrer também em Citrobacter (RYAN; O’DWYER; 

ADLEY, 2017).  

Os sorovares mais comumente envolvidos em surtos de DTA são Salmonella 

Typhimurium e Salmonella Enteritidis. Porém, nos últimos anos, pode-se observar um 

crescente número de casos envolvendo o sorovar Heidelberg. O consumo de carne de frango e 

ovos contaminados tem sido os alimentos mais incriminados na infecção (NAKAO et al., 2018). 
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Além disso, os dados demonstram que cepas de S. Heidelberg envolvidas em surtos são muitas 

vezes multirresistentes aos antimicrobianos, geram casos mais graves da doença com 

necessidade de hospitalização, e podem inclusive, culminar em óbito (CDC, 2018).  

Salmonella enterica subespécie enterica possui sorotipos específicos que podem ou não 

ser limitados a animais ou humanos, como exemplos: S. Tiphy e S. Paratyphi, causadoras de 

febre tifoide e não tifoide, em humanos e Salmonella Gallinarum (biovares Gallinarum e 

Pullorum), responsáveis por causar salmonelose em aves (BRASIL, 2019).  

Salmonella spp é normalmente encontrada no intestino de animais como aves, bovinos, 

suínos, animais domésticos como cães e gatos, e também em répteis e animais invertebrados. 

S. Typhimurium também já foi identificada em ouriços de estimação (CDC, 2019). Por estar 

dispersa no ambiente, a forma de transmissão mais comum é a ingestão de alimentos 

contaminados por fezes de animais, sobretudo quando estão crus ou mal passados ou pela falta 

de boas práticas de higiene ao se manipular alimentos (BRASIL, 2020).  

 

2.2 Caracterização do gênero Escherichia coli e APEC (Escherichia coli patogênica 
aviária) 

 
A bactéria E. coli, primeiramente nomeada como “Bacterium coli commune”, foi isolada 

em 1885, pelo alemão Theodor Escheric em resíduos fecais. Possuem formato de bacilos e 

pertencem a família Enterobacteriaceae (CLEMENTE et al., 2019). São micro-organismos que 

podem crescer em aerobiose ou anaeróbios facultativos, não é capaz de produzir a enzima 

oxidase, mas é positiva para a produção de catalase positiva, além de utilizar fontes simples 

para obter carbono e nitrogênio. São bacilos Gram negativos, não formadores de esporos, com 

capacidade respiratória e fermentativa, com alta mobilidade em sua maioria, por meio de 

flagelos peritríqueos (CUMONT et al., 2021; HABETS et al., 2020).  

Com relação à temperatura de crescimento, a espécie é considerada mesófila, 

propagando-se entre 7 ºC e 46 ºC, com temperatura ótima de 37 ºC. Comumente, desenvolve-

se em alimentos com atividade de água mínima de 0,95 e pH entre 5,5 a 7,5, com o mínimo de 

desenvolvimento entre 4,0 e 4,5. Seu tamanho pode variar de 1,1 a 1,5 µm por 2 a 6 µm e 

formam colônias lisas ou rugosas em meios de cultura sólido (BALLEM et al., 2020; NAG et 

al. 2021). 

E. coli tem como habitat natural o trato intestinal dos seres humanos e animais, 

mamíferos e aves, sendo considerada importante na manutenção da fisiologia intestinal. 
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Pertencem ao grupo de coliformes termotolerantes, usadas como indicadores de contaminação 

fecal em água e alimentos (WARD et al., 2021).  

Diferentes cepas de E. coli ocasionam diversas doenças intestinais e extraintestinais 

utilizando fatores de virulência que modificam muitos processos celulares. Estes fatores de 

virulência são comumente adquiridos por elementos móveis do genoma e podem ser a causa de 

diferentes prejuízos aos hospedeiros infectados. Para a intervenção de patogenias causados pela 

E. coli, é relevante a compreensão dos mecanismos de patogenicidade, estudo de características 

genotípicas, distribuição filogenética e desenvolvimento de antibacterianos efetivos 

(GREVSKOTT et al., 2021). 

Apesar da maioria das cepas serem consideradas ambiental e inócua, várias podem 

provocar enterites com vômitos e diarreia, infectando principalmente indivíduos com a 

imunidade afetada, que não possuem alimentação, tratamento de água e/ou saneamento básico 

adequados. Além disso, infecções por cepas específicas de E. coli, classificadas como 

enterohemorrágicas e produtoras de shiga toxinas podem causar a síndrome urêmica hemolítica, 

anemia hemolítica microangiopática, trombocitopenia, lesão renal aguda, e resultar no óbito de 

hospedeiros (ABU et al., 2019). 

Nesta perspectiva, os tipos patogênicos de E. coli são comumente categorizadas em duas 

formas, sendo as linhagens diarreiogênicas (InPEC), que provocam infecções intestinais e as 

linhagens extra intestinais (ExPEC), que ocasionam doenças fora do ambiente intestinal. Assim, 

no grupo diarreiogênico, os patotipos são bem determinados por meio das diferentes 

combinações de fatores de virulência, sendo classificadas como: E. coli enteroinvasoras 

(EIEC), E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli 

enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de aderência difusa 

(HABETS et al., 2020).  

Já os tipos patogênicos extra-intestinais possuem características de virulência, 

genotípicas e fenotípicas próximas, o que impossibilita classificá-las por fatores de virulência 

ou biocaracterísticas (DESVAUX et al., 2020; NAILI et al., 2019). Com isso, os patógenos 

extra intestinais são divididos em E. coli uropatogênicas (UPEC), E. coli associada a meningite 

neonatal (NMEC), E. coli septicêmica (SEPEC) e E. coli patogênica para aves (APEC), que 

causam colibacilose aviária (BARBIERI et al., 2021). 

As APEC, assim como outras ExPEC têm um vasto conjunto de genes ligados a fatores 

de virulência, responsáveis por uma série de patologias em mamíferos e principalmente aves, 

ocasionando severos prejuízos na indústria avícola. A capacidade de aderência da APEC no 
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sistema respiratório do hospedeiro, propicia a colonização em órgãos internos, bem como a 

resistência à fatores do sistema imune, capacidade de multiplicação em líquidos corpóreos com 

pouco ferro e de causar efeitos citopáticos (RUAN et al., 2021; YIN et al., 2021). Neste sentido, 

tem-se ainda o perfil de resistência que a APEC pode desenvolver quando submetida a presença 

de antimicrobianos, sendo comumente citado, a troca de genes de resistência da APEC com 

outras bactérias do mesmo gênero ou de outros, o que a torna uma preocupação mundial a 

respeito da resistência aos antimicrobianos (YIN et al., 2021) 

Além disso, algumas cepas de APEC causam em seus hospedeiros a colibaciolose 

aviária, que é uma consequência da interação entre a bactéria, hospedeiro e o ambiente. Quando 

não há intervenção, este processo infeccioso pode causar a morte da ave por septicemia. 

(AHMAD et al., 2021; YIN et al., 2021). O impacto gerado pela presença de cepas APEC no 

ambiente industrial é ocasionado pelas trocas de genes de resistência com outras cepas de E. 

coli, como evidenciado no trabalho de Kathayat et al. (2021), o que sugere a investigação e 

controle de APEC no ambiente industrial.  

 

2.3 Impacto econômico e problemas de saúde pública associados a presença de Salmonella 

Heidelberg e Escherichia coli em alimentos  
 

De acordo com a Organização das Nações Unidas (ONU, 2021), a contaminação 

alimentar associada a bactérias é uma preocupação mundial, já que são computados anualmente 

cerca de 600 milhões de casos de enfermidades causadas pelo consumo de alimentos 

contaminados. No Brasil, as bactérias são os agentes etiológicos mais prevalentes em surtos de 

doenças transmitidas pelos alimentos, com destaque para Salmonella e E. coli (Figura 1) 

(BRASIL, 2019). Isso evidencia a necessidade de intervenção para o controle destes patógenos, 

como o desenvolvimento antimicrobianos mais eficazes e seguros. 
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Figura 1: Principais agentes etiológicos identificados em uma relação de número de surtos notificados ao 
Ministério da Saúde, Brasil, de 2007 a 2019. 

Fonte: Ministério da Saúde (adaptado), 2021. 

  

Nos Estados Unidos, as doenças de transmissão hídrica e alimentar (DTHA) por 

bactérias dos gêneros Salmonella e E. coli atingem cerca de 1,35 milhões de pessoas, com 

26.500 hospitalizações e 420 mortes anualmente (CDC, 2019). No Brasil entre os anos de 2000 

e 2017, foram registrados 12.660 surtos de doenças transmitidas por alimentos, sendo os agentes 

etiológicos mais prevalentes E. coli e Salmonella spp. (BRASIL, 2018). 

Devido a importância das DTHAs na saúde pública, órgãos de vigilância internacionais 

como o CDC (Centers for Disease Control) e EFSA (European Food Safety Authority) 

monitoram os casos humanos ocorridos em seus territórios, e incluem nos estudos dos agentes 

etiológicos isolados de humanos, animais e alimentos, além da pesquisa de resistência aos 

antimicrobianos. Os fatores determinantes para os casos e medidas de controle também são 

investigados e discutidos (CDC, 2019). Dentre os alimentos mais incriminados em DTHAs, 

destacam-se os ovos e as carnes cruas, principalmente de frango, peru e porco (EFSA, 2016), o 

que instiga para a necessidade de medidas de controle para evitar a contaminação destes 

alimentos. A higienização ambiental adequada das unidades de produção de alimentos é uma 

das formas de mitigar a contaminação cruzada durante a produção (SOUZA et al., 2021). 

Nos Estados Unidos, os órgãos oficiais consideram que há subnotificação de casos de 

salmonelose e estimam que para cada pessoa confirmada com a doença em teste laboratorial, 

há mais 30 pessoas que possuem a doença sem que seja relatado (CDC, 2019). A realização de 

estudos incompletos dificulta o entendimento do real impacto econômico e em saúde pública 

da enfermidade, além de limitar o entendimento sobre a epidemiologia do agente etiológico 

envolvido.  
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As DTHAs resultam em impactos econômicos importantes, que incluem os custos 

associados à doença, com o tratamento, hospitalização, sequelas e morte. Os custos ampliam-

se ao setor produtivo e governos. Nas indústrias, há investimento direto em ações de prevenção, 

incluindo a higienização, perda na produtividade, controle na produção primária e 

monitoramento, seja para atender aos padrões legais ou como estratégia preventiva. Já 

institucionalmente, deve haver investimento expressivo nos setores regulatórios e de saúde 

pública, além dos custos indiretos envolvendo afastamento de serviço, aposentadorias por 

sequelas ou morte (SOUZA et al., 2021).  

Dados obtidos em 2016 pelo CDC estimam que os Estados Unidos tem um custo anual 

de aproximadamente 14,6 bilhões de dólares com DTHA. O USDA-FSIS (United States 

Department of Agriculture. Food Safety and Inspecion Service), órgãos de inspeção e segurança 

alimentar, relataram ainda que, 3,7% das carcaças de frango comercializadas nos Estados 

Unidos apresentavam positividade para Salmonella, e dessas, 3,4% foram identificadas como 

S. Heidelberg (NACMCF, 2019). Além disso, este sorovar foi o 12º sorovar mais frequente em 

surtos de salmonelose nos Estados Unidos, que segundo Etter et al. (2019), deve-se a sua 

tolerância a condições de estresse e capacidade de se ligar a superfícies abióticas, formando 

biofilmes, além dos fatores de virulência.  

Além das adversidades causadas pela Salmonella, de acordo com a pesquisa de Sharp 

et al. (2020), E. coli também é um importante patógeno alimentar, principalmente cepas 

classificadas como enterohemorrágicas produtoras de toxina shiga (STEC), que causa 

gastroenterite infecciosa. A infecção inclui entre os sinais e sintomas mais frequentes, a dor 

abdominal e diarreia com sangue, que pode evoluir para colite hemorrágica grave, síndrome 

urêmica hemolítica, insuficiência renal aguda e trombocitopenia, podendo causar a morte. 

STEC afeta predominantemente hospedeiros em extremos de idade, como menores de cinco e 

maiores de 60 anos (MCKEE et al., 2020).  

Dentre as DTHAs, há alta ocorrência de S. Heidelberg e E. coli, bem como, recorrência 

de resistência ou multirresistência aos antimicrobianos nos isolados, provavelmente, em 

decorrência ao uso indiscriminado de antibióticos, o que torna o tratamento dificultoso, com 

poucas opções de drogas para recuperar quadros mais graves. Ainda, apesar de APEC não ser 

comumente citada como zoonose, seu perfil altamente resistente a torna uma transferidora de 

genes de resistência para outras E. coli zoonóticas e outros patógenos alimentares (RAO et al., 

2020,).  
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Doenças causadas por S. Heidelberg e E. coli apresentam-se mais severas, com altas 

taxas de letalidade e quadros de infecções extra intestinais sistêmicas, além da possibilidade de 

maior risco de óbito em crianças, grávidas e idosos (MCKEE et al., 2020). A busca por opções 

de prevenção nas indústrias tem grande impacto na garantia da segurança alimentar e toda a 

cadeia de processamento deve ser avaliada, a fim de minimizar potenciais riscos à saúde pública 

(MACHADO et al., 2020). 

 
2.4 Sanitizantes industriais tradicionais  

 

Por definição, sanitização é a redução de micro-organismos patogênicos a níveis que 

não apresentem riscos à saúde, com base em protocolos pré-estabelecidos, de forma que não 

haja prejuízos ao produto e nem ao consumidor (FDA, 2020). Os sanitizantes são compostos 

que possuem em suas fórmulas agentes capazes provocar efeito letal para micro-organismos 

(CARVALHO et al., 2019). 

 É necessária constante vigilância aos protocolos de sanitização nas unidades 

processadoras de produtos de origem animal, visando a criação de uma barreira sanitária para 

reduzir aos padrões aceitáveis a carga de micro-organismos presentes nas superfícies, ou ainda 

sua eliminação, evitando contaminação cruzada com as carcaças (COLLA et al., 2014). A 

sobrevivência dos micro-organismos é potencializada quando os mesmos passam da forma de 

vida livre (planctônica) para a forma de vida séssil (biofilmes), que favorece maior tolerância 

aos fatores estressantes e proteção à ação de agentes antimicrobianos (BRESSLER et al., 2009). 

O contato entre as bactérias resistentes facilita a transferência de genes de resistência, 

dificultando ainda mais sua eliminação, dentre elas, cepas de E. coli e Salmonella, comumente 

têm apresentado tolerância aos sanitizantes industriais (TOMAT et al., 2017). Dessa forma, é 

provável que quantidades inadequadas de diferentes tipos de desinfetantes estejam sendo 

utilizadas na tentativa de degradação das bactérias resistentes (CAMPO et al., 2020; 

GREVSKOTT et al., 2021). 

No Brasil, os agentes com princípios ativos dos grupos quaternário de amônio, 

liberadores de cloro ativo e à base de APA são os mais utilizados na higienização. Sua escolha 

varia de acordo com o micro-organismo alvo e tipo de material a ser sanitizado. Para uma 

higienização eficiente, além da escolha correta do sanitizante, também é necessária atenção ao 

modo e tempo de aplicação, que possuem fundamental participação nos resultados finais do 

processo (SREY et al., 2013). 
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Na indústria, o aço inoxidável é bastante utilizado devido a sua característica de maior 

facilidade no processo de limpeza e desinfecção. Estudo como o de Oliveira et al. (2019) sugere 

que os biofilmes podem ser aderidos ao aço inoxidável com a mesma facilidade que em 

superfícies como poliuretano e polipropileno, mas, por se tratar de uma superfície menos 

irregular, o processo de sanitização é mais eficiente. A capacidade de formação de biofilmes 

em superfícies de aço inoxidável também foi observada no trabalho de Brasão et al. (2021) ao 

testar cepas de Salmonella Minnesota em diferentes superfícies como o aço inoxidável, 

poliuretano e polipropileno, sugerindo que a alta capacidade de adesão e formação de biofilmes 

se deve a novos processos adaptativos desse sorovar visando a sobrevivência. 

Um dos sanitizante mais utilizados na higienização de superfícies industriais é o APA, 

que é também geralmente aplicado diluído em água aquecida a 85ºC em utensílios (OLIVEIRA 

et al., 2019). O modo de ação do APA é complexo e resulta na ruptura de ligações químicas no 

interior da membrana celular (CREMIEUX; DAVIN-REGLI, 2000). O APA combina as 

propriedades do oxigênio ativo do peróxido ligado à molécula de ácido acético, equilibrando as 

propriedades ácidas e oxidantes. Sua forma de comercialização é na concentração máxima de 

15%, devendo ser adequadamente diluído para diminuir o potencial de autocombustão e 

intoxicação (EFSA, 2016). 

Além disso, o efeito do APA influencia na dinâmica entre cepas patogênicas e não 

patogênicas devido a reações diferenciais com várias biomoléculas, como aminoácidos, lipídios 

e ácidos nucléicos, que resultam na interrupção de várias funções celulares ou moleculares das 

bactérias (KITIS, 2004). Com isso, o APA, por ser um agente químico-oxidante, interagindo 

principalmente com ligações sulfidrila e enxofre de proteínas e enzimas, ocasiona a desativação 

das bactérias e, consequentemente, sua eliminação (BISWAL, 2014; CAMPO et al., 2020). 

A utilização do APA possui várias vantagens, algumas delas são a alta eficácia na 

sanitização quando utilizada baixas concentrações, ação em diversos micro-organismos, baixo 

tempo de contato, pode ser utilizado em amplas faixas de pH, não ocorre bioacumulação de 

seus resíduos e tem menor impacto ambiental devido às baixas concentrações utilizadas 

(CAVALLINI et al, 2013; LUUKKONEN et al, 2014). O APA é muito utilizado na indústria 

de alimentos por agir bem em baixas condições térmicas (em torno de 4 ºC), e também em 

temperaturas mais altas próximas a do ambiente (15-30 °C), com eficácia altamente satisfatória. 

Ainda que em células planctônicas o APA apresente bons resultados, possui menor capacidade 

em remover células aderidas em biofilmes, possivelmente pela presença da matéria orgânica 

(JERÔNIMO et al., 2012; ZIECH, 2015). 
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Outras desvantagens na utilização do APA são a instabilidade quando não diluído, a sua 

alta capacidade de corrosão em metais, baixa atividade em alterações do pH, além do risco para 

a saúde do manipulador, sendo necessário o uso de equipamentos de proteção individual (EPI) 

adequados, de forma a evitar irritação nos olhos, pele e trato respiratório (SILVA; RABELO, 

2020). 

É necessário que na indústria sejam conhecidos os riscos microbiológicos, para que se 

estabeleçam protocolos de higienização efetivos, de forma a controlar e inibir a formação de 

biofilmes e fornecer ao consumidor um produto inócuo e seguro. A escolha do sanitizante, o 

tempo de ação e a forma de utilização de acordo com as legislações vigentes e recomendações 

do fabricante devem sempre estar alinhados e atualizados buscando a máxima eficácia 

(GARCIA, 2015; MILLEZI, 2012).  

 

2.4.1 Resistência microbiana aos sanitizantes tradicionais 
 

A resistência antimicrobiana representa grande ameaça à saúde pública em todo o 

mundo. Dados da OMS sugerem que até o ano de 2050 a resistência aos antimicrobianos pode 

levar a um custo de aproximadamente US$100 trilhões, além dos consequentes óbitos 

provocados (BRASIL, 2019). Tão importante quanto o uso racional de antimicrobianos na 

produção animal, visando reduzir casos de resistência, está o emprego adequado de sanitizantes 

nas indústrias de alimentos, respeitando a legislação e as instruções de uso preconizadas pelo 

fabricante, de modo a evitar a subdosagem e consequente geração da resistência (COLLA et 

al., 2012). 

Enquanto as causas da resistência a drogas de importância clínica são profundamente 

estudadas, àquelas de relevância à sanitização, a despeito de sua relevância, ainda são pouco 

elucidadas. A resistência microbiana aos sanitizantes apresenta crescimento e carece de 

atenção, dado seu tamanho impacto na saúde pública e na economia, como os grandes prejuízos 

causados à exportação de carnes, principalmente a carne de frango (WEBBER et al., 2019). Liu 

et al. (2018) observaram que as bactérias resistentes têm demonstrado boa tolerância à 

desinfecção convencional nas indústrias que utilizam cloro ou quantidades inadequadas de 

sanitizantes.  

Dentre os sanitizantes comumente utilizados em frigoríficos como a amônia quaternária 

e o APA, o último é eficaz em baixas concentrações, com custo acessível e ação rápida. No 

entanto, quando há presença de matéria orgânica, sua eficácia é reduzida, além de outras 
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desvantagens como a instabilidade no armazenamento e risco de intoxicação para o 

manipulador (WEBBER et al., 2019; VOLSCHAN et al., 2019). Estudos de Machado et al. 

(2010) sugerem que até mesmo em células planctônicas (em suspensão), o APA apresentou 

eficácia reduzida nas concentrações de 0,2 % e 0,3 % para estirpes de Salmonella. 

A fim de superar tais obstáculos, o desenvolvimento de nanopartículas tem sido 

exponencialmente descrito para atuar como agentes antimicrobianos inovadores. Tais 

nanodispositivos são molecularmente planejados com o objetivo de aumentar a eficácia e 

contribuir para o reconhecimento e ligação celular. É possível encapsular moléculas para 

múltiplas aplicações, o que torna estes sistemas altamente promissores (CHANDRA et al, 

2020). 

Com esse conhecimento, o desenvolvimento de nanopartículas carreando agentes 

antimicrobianos se mostra uma aliada eficaz no transporte de moléculas, promovendo uma 

liberação sustentada do ativo e diminuindo a sua inativação precoce, atuando como “drug 

delivery systems”. O produto nanoparticulado pode ser administrado em doses menores, em 

consequência, ocorrerá menor riscos de toxicidade e impacto ambiental, apresentando 

estabilidade, segurança e eficácia (OLIVEIRA et al., 2018). 

 
2.5 Nanopartículas  
 

As nanopartículas são estruturas em escalas nanométricas, com dimensões entre 1 e 500 

nm, obtidas por avanços da nanociência (BAKER et al., 2017). O termo “nano” é originário da 

palavra grega “dwarf” que significa anão, e traduz de forma simples o quão pequenas são essas 

partículas, que não podem ser observadas a olho nu. Para melhor compreensão, podemos 

comparar estas estruturas a outras pertencentes à escala nanométrica, como bactérias e vírus e 

moléculas como a hemoglobina ou o fulereno, uma molécula alotrópica de carbono, composta 

por 60 átomos de carbono, e dimensão de 1 nm (Figura 2) (GOESMANN; FELDMANN, 2010). 

 

 
Figura 2:  Escala nanométrica comparativa. 
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Fonte: Adaptado de Goesmann e Feldmann (2010). 

 

Dado ao processo de miniaturização, uma partícula com essas dimensões apresenta um 

drástico aumento da área superficial quando comparada com partículas da mesma natureza em 

macroescala. Isto influencia fortemente nas propriedades físico-químicas e atividade biológica 

das moléculas, possibilitando interações específicas, que são características de um sistema 

nanoparticulado (KHAN et al, 2019). 

O estudo de nanopartículas teve início no século XX a partir da observação dos coloides, 

e graças ao avanço da microscopia eletrônica, foram desenvolvidos métodos eficazes de análise 

que permitem manipular moléculas em escala nanométrica, além da sua observação 

tridimensional e realização de técnicas in situ (MULLER et al, 2009; HOSOKAWA et al, 

2007). 

No entanto, além do tamanho da partícula, é importante monitorar a sua polidispersão, 

que nada mais é que o perfil de distribuição dos tamanhos, sendo requerido que sejam os mais 

homogêneos possíveis, e do potencial eletrostático, parâmetros estes que asseguram o tempo de 

prateleira dos sistemas nanoestruturados. No que se refere às nanopartículas biopoliméricas, 

propriedades como a biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e facilidade no 

preparo permitem que sejam aplicadas em diversas áreas, tais como a biologia, medicina, 

odontologia, agronomia, indústrias farmacêuticas, indústrias de alimentos e cosmetologia 

(SHARIFI et al., 2020).  

 

 

 

 

2.5.1 Uso de quitosana como sanitizante nanoparticulado 
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A quitosana é um biopolímero catiônico e biocompatível, obtido a partir da 

desacetilação da quitina, que pode ser encontrada de forma abundante na natureza no 

exoesqueleto de animais invertebrados, como insetos, crustáceos (caranguejo, camarão, 

lagostas), carapaça de moluscos, e também na parede celular de algumas plantas, como algas 

marinhas e fungos (KMIEC et al., 2017). Seu uso apresenta importância não só econômica, mas 

também ambiental. Isso se dá, pois a pesca de crustáceos gera um elevado acúmulo de 

carapaças, consideradas como resíduos poluentes e não utilizadas pela indústria pesqueira. 

Assim, sua reutilização para outros fins diminui o impacto ambiental causado pela pesca 

extrativa (AZEVEDO et al., 2007). O quadro 1 evidencia as principais aplicações da quitosana. 

 
Quadro 1: Principais áreas e aplicações da quitosana. 

Áreas de utilização Aplicação da Quitosana 

Agricultura Defensivos agrícolas e adubação 
Tratamento de água Clarificação, remoção de poluentes e 

redução de odores 

Indústria alimentícia Produção de alimentos funcionais, 
conservante, bactericida e fungicida, 

recobrimento de frutas 
Indústria Cosmética  Esfoliante, hidratante capilar, creme dental, 

tratamento de acnes 
Biofarmacêutica Imunológico, antitumoral, hemostático e 

anticoagulante 
Biomédica Suturas, implantes dentários, reconstituição 

óssea, lente de contato, liberação 
controlada de drogas, encapsulamento de 

materiais 
Fonte: Adaptado de Azevedo et al. (2007). 

 

O processamento da quitosana utilizando metodologias nanotecnológicas permite 

otimizar sua ação terapêutica, resultando em nanoestruturas capazes de liberar moléculas-ativas 

de modo prolongado, muito útil para fins biofarmacêuticos e biomédicos. Outra vantagem do 

preparo das nanopartículas biopoliméricas em relação a outros sistemas sintéticos, é que não 

são utilizados solventes perigosos em seu preparo. Os biopolímeros são solubilizados em 

soluções levemente ácidas e as nanopartículas são estabilizadas por reticulação iônica ou 

covalente. 

Um dos métodos de obtenção de nanopartículas de quitosana é o método de gelificação 

iônica em temperatura ambiente, que ocasiona ligações químicas pelo gotejamento de uma 
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solução do poliânion tripolifosfato de sódio (Na3P3O10, TPP) em soluções ácidas de quitosana 

(AJUN et al., 2009). Essa técnica se mostra promissora por produzir nanopartículas 

biocompatíveis e pela facilidade na execução, sendo necessários somente a agitação constante 

e cuidado no gotejamento durante o preparo das nanopartículas (BUREY et al., 2008).  

A reticulação iônica é dada pela dispersão de uma solução de TPP em uma solução de 

quitosana. Ela ocorre pela interação entre os ânions tripolifosfato e os grupamentos amino 

protonados da quitosana. Isso resulta em uma rede polimérica tridimensional rígida, catiônica 

e estável em que se pode ou não, acrescentar surfactantes como adjuvantes (SMRDEL et al., 

2008). O perfil in vitro de liberação dos ativos encapsulados por esta matriz reticulada é 

compatível com a erosão e inchamento das paredes biopoliméricas das nanopartículas, o que 

permite a difusão do ativo para o meio externo de maneira prolongada (AOUADA, 2009).  

Após a obtenção das nanopartículas, alguns parâmetros estruturais são caracterizados 

para se monitorar a estabilidade físico-química dos sistemas. A técnica mais empregada para 

este fim é a de espalhamento dinâmico de luz (DLS), que fornece os parâmetros: tamanho (nm), 

índice de polidispersão (PDI), e potencial Zeta (mV) (LACERDA et al, 2016). O PDI indica a 

homogeneidade da distribuição dos tamanhos das partículas no sistema, sendo que valores 

próximos a 0, geralmente não superando 0,2, indicam que as nanopartículas estão distribuídas 

de forma homogênea, conforme o planejado (RIBEIRO et al, 2020). Outro parâmetro avaliado 

é o potencial Zeta (mV), que fornece informações sobre a carga elétrica superficial resultante 

entre as nanopartículas em suspensão, que é rotineiramente acompanhado nos estudos de 

estabilidade, onde é esperado que não sejam observadas alterações significativas de seus valores 

ao longo do tempo (RIBEIRO et al, 2017). 

 

2.5.2 Carreadores lipídicos nanoestruturados com óleos essenciais 
 

Os Carreadores Lipídicos Nanoestruturados (CLN) tratam-se de nanopartículas lipídicas 

compostas pela mistura de ao menos um lipídio no estado sólido e um no estado líquido, 

estabilizados por surfactantes. Com isso, o sistema deve apresentar temperatura de fusão 

superior à 40 ℃, para garantir que as nanopartículas dispersas nas formulações se mantenham 

sólidas a temperatura ambiente e fisiológica, onde são comumente utilizadas (KRAMBECK et 

al., 2021). 

Para a escolha dos componentes e síntese dos CLN é desejável o uso de lipídios sólidos 

e líquidos com dimensão e formato de cadeias preferencialmente heterogêneas. Tal escolha tem 
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o intuito de haver maior quantidade de defeitos e desorganização no material, a fim de fixar 

melhor o princípio ativo em sua estrutura (YANG et al., 2020; POOVI; DAMODHARAN, 

2020).  

Uma característica relevante do uso dos CLN é a capacidade de liberar gradativamente 

o princípio ativo fixado em sua estrutura. Esta característica já se mostrou relevante em pontos 

importantes como resistência a variações de temperatura, pH, trato digestivo e conservação de 

alimentos, havendo grande interesse industrial a respeito do uso deste material (BASHIRI et 

al., 2020). 

Além disso, Ribeiro et al. (2021) investigaram as vantagens de uso do CLN como 

fixadores de agentes antibacterianos a sua estrutura, para liberação gradativa com o passar do 

tempo. Os autores constataram que houve eliminação de cepas de Campylobacter jejuni, e 

ainda, propuseram a possibilidade de diminuir a resistência aos antimicrobianos, resultados 

considerados promissores.  

Nesta perspectiva, Ghodrati, Farahpour e Hamishehkar (2019) utilizaram os CLN para 

carrear óleo essencial (OE) de hortelã-pimenta com forte propriedades antibacteriana e 

antifúngica. O material sintetizado mostrou-se eficiente e com melhor desempenho que 

sanitizantes convencionais a base de cloro. Além disso, o uso de OE’s, mostrou-se mais atrativo 

por se tratar de um material natural e mais viável ecologicamente, havendo menores danos ao 

meio ambiente (TAZEHJANI; FARAHPOUR; HAMISHEHKAR, 2020). 

 Os OE’s são líquidos comumente hidrofóbicos e concentrados, com característica 

volátil. Tratam-se de substâncias sintetizadas, armazenadas e liberadas pelas plantas, que 

possuem propriedades que favorecem estímulos, cicatrização, desinfecção e, ainda, podem 

atuar como inseticida, fungicida, bactericida ou agente de limpeza natural. Os OE’s podem ser 

extraídos das folhas, raízes, sementes, frutos, flores e dos troncos de plantas (KHEZRI; 

FARAHPOUR; MOUNESI, 2020). Além disso, podem atuar com eficiência contra diversos 

patógenos de origem alimentar, bactérias, fungos e toxinas associadas, sem promover a 

aquisição de resistência. A maioria possui toxicidade, o que torna interessante os encapsular 

(KHEZRI; FARAHPOUR; MOUNESI, 2020; TAZEHJANI, FARAHPOUR, 

HAMISHEHKAR, 2020). 

O OE de orégano foi utilizado como o bioativo por Lovison et al. (2017) sendo 

encapsulado por nanoemulsões. As nanoemulsões exibiram excelente ação antibacteriana in 

vitro sendo capazes de inibir bactérias Gram positivas e Gram negativas, como Staphylococcus 

aureus e E. coli, respectivamente. Outro trabalho semelhante realizado por Khan et al. (2020) 
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verificou também que as nanodispersões tiveram um efeito antibacteriano contra E. coli e S. 

aureus, sendo mais eficiente na inibição de cepas de E. coli. 

O óleo essencial de canela associado a um sanitizante contendo alginato foi testado por 

Frank et al. (2018) para sintetizar um biocompósito antibacteriano, sendo incorporado por 

nanoemulsões preparadas por ultrassonicação.  Os bionanocompósitos contendo 20% de óleo 

essencial de canela mostraram fortes efeitos antibacterianos (MORTAZAVI e ALIAKBARLU, 

2019).  

Devido as propriedades físico-químicas dos óleos essenciais, muitos deles apresentam-

se como agentes oxidantes. Dessa forma, os óleos podem reagir com ligações sulfidrila do 

enxofre em proteínas e enzimas, propiciando um estresse oxidativo na membrana das bactérias, 

ocasionando um efeito antibacteriano semelhante ou melhor do que sanitizantes convencionais, 

como ácido peracético e sais de amônio quaternário (BISWAL, 2014; LOVISON et al., 2017; 

CAMPO et al., 2020; KHAN et al., 2020). 
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CAPÍTULO 2 
 

Biocontrole de Salmonella Heidelberg e Escherichia coli sob uma perspectiva 
nanotecnológica 
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Resumo 

O controle ineficaz de agentes etiológicos de doenças transmitidas por alimentos leva a 
impactos na saúde pública e na economia. Buscando por alternativas, a nanotecnologia tem sido 
empregada por possibilitar o desenvolvimento de dispositivos promissores. Objetivou-se 
desenvolver nanopartículas de quitosana encapsulando ácido perácetico 0,8% (Quit-APA) com 
e sem a adição de biossurfactante (Plantaren 1200®) e de carreadores lipídicos nanoestruturados 
contendo óleos essenciais de canela (CLN/CAN) e orégano (CLN/OR) para inibir Salmonella 
Heidelberg e Escherichia coli. As formulações foram monitoradas quanto à estabilidade físico-
química a 25ºC e caracterizadas por microscopia eletrônica de transmissão (MET). Para avaliar 
o efeito inibidor foram utilizados os testes de difusão em disco e a determinação da 
concentração inibitória mínima (CIM). As formulações de quitosana apresentaram tamanho de 
partícula entre 191-216 nm, índice de polidispersão (PDI) de 0,3 e potencial Zeta de 22 a 33 
mV, estáveis por 365 dias. A formulação Quit-APA apresentou halos de inibição superiores 
(33,77±1,77 mm) ao grupo controle (24,11±2,32 mm) em S. Heidelberg. As nanopartículas 
poliméricas (Quit-APA e Quit-APA/PL1200) apresentaram CIM de 0,63 e 1,25 mg. mL-1 para 
duas das três cepas de S. Heidelberg e 1,25 mg. mL-1 para E. coli. As micrografias revelaram 
nanopartículas esféricas, uniformes, contornos delimitados e tamanhos compatíveis com a 
técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS).  Já os CLN apresentaram tamanho de partícula 
entre 196 a 244 nm, PDI de 0,1 e potencial Zeta de -43 a -28 mV, se mantendo estáveis por pelo 
menos 120 dias. O teste de difusão em ágar demonstrou maior poder inibitório do CLN/CAN 
(17,75±2,05 mm) e CLN/OR (9,08±0,97 mm) em comparação às respectivas emulsões em todas 
as cepas. Com relação a CIM, CLN/CAN exibiu valores de 0,78 a 1,30 mg.mL-1 e CLN/OR 
valores de 0,78 mg. mL-1 para S. Heidelberg; e para E. coli, 0,39 a 1,56 mg. mL-1 e 0,52-0,78 
mg. mL-1, respectivamente. Os resultados demonstram vantagens no uso de nanocarreadores de 
diferentes composições para uso na higienização industrial, e consequentemente, redução da 
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contaminação por patógenos de importância em alimentos, principalmente no cenário atual de 
resistência a antimicrobianos convencionais. 
 
 
Keywords: public health1, chitosan2, peracetic acid3, nanostructured lipid carriers4, 
sanitization5. 

Abstract 

Ineffective control of etiological agents of foodborne diseases leads to impacts on public health 
and the economy. Looking for alternatives, nanotechnology has been used to enable the 
development of promising devices. The objective was to develop chitosan nanoparticles 
encapsulating 0.8 % peracetic acid (Quit-APA) with and without the addition of biosurfactant 
(Plantaren 1200®) and essential nanostructured cinnamon nanostructured lipid carriers 
(NLC/CAN) containing oregano (NLC/OR) to inhibit Salmonella Heidelberg and Escherichia 
coli. The formulations were monitored for physicochemical stability at 25 ºC and characterized 
by transmission electron microscopy (TEM). To assess the inhibitory effect, disk diffusion tests 
and a determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) were used. Chitosan 
formulations of particle size between 191-216 nm, polydispersity index (PDI) of 0.3 and Zeta 
potential of 22 to 33 mV, stable for 365 days. The Quit-APA clears have superior inhibition 
zones (33.77 ± 1.77 mm) than the control group (24.11 ± 2.32 mm) in S. Heidelberg. At 
polymeric nanoparticles (Quit-APA and Quit-APA / PL1200) MIC dissipation of 0.63 and 1.25 
mg.mL-1 for two of the three strains of  S. Heidelberg and 1.25 mg. ml-1 for E. coli. Micrographs 
revealed spherical, uniform nanoparticles, delimited contours and sizes compatible with the 
dynamic light scattering (DLS) technique. On the other hand, NLC dissipation of particle size 
between 196 to 244 nm, PDI of 0.1 and Zeta potential of -43 to -28 mV, remaining stable for at 
least 120 days. The agar diffusion test regulates the greater inhibitory power of NLC/CAN 
(17.75 ± 2.05 mm) and NLC/OR (9.08 ± 0.97 mm) compared to the various emulsions in all 
strains. Regarding MIC, NLC/CAN exhibited values from 0.78 to 1.30 mg.mL-1 and NLC/OR 
values from 0.78 mg. mL-1 for S. Heidelberg; and for E. coli, 0.39 to 1.56 mg.ml-1 and 0.52-
0.78 mg.mL-1, respectively. for NLC/CAN and NLC/OR. The results demonstrate advantages 
in the use of nanocarriers of different compositions for use in industrial sanitation, and 
consequently, reduction of contamination by important pathogens in foods, especially in the 
current scenario of resistance to conventional antimicrobials.  
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1 Introdução 

Escherichia coli e Salmonella spp. estão entre os principais micro-organismos 
responsáveis por casos e surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTAs) (Prado et al., 
2021), com maior prevalência e gravidade em extremos de idade. É preocupante observar que 
diferentes cepas e sorovares apresentam plasticidade quanto aos aspectos de virulência e 
resistência antimicrobiana, que levam a complicações clínicas e maior gravidade (CDC, 2018). 
Estima-se que 3,4% dos casos humanos de salmonelose nos Estados Unidos estão associados 
ao sorovar Heidelberg, devido às suas características intrínsecas de tolerância aos 
antimicrobianos e estresse ambiental, além da capacidade de formar biofilmes (NACMCF, 
2019). Já E. coli patogênicas, além de ser a causa de infecções intestinais, pode também estar 
envolvida em eventos extra intestinais sistêmicos e hospitalizações (McKee et al., 2020). 

Para a intervenção e controle eficiente destes patógenos é necessária vigilância 
constante aos protocolos de higienização na indústria de alimentos, e consequentemente, 
assegurar a inocuidade alimentar e atender aos padrões legais (Colla et al., 2014). No Brasil, os 
sanitizantes mais utilizados na higienização industrial são os quaternários de amônio, 
compostos à base de cloro e ácido peracético (APA), que diferem na forma de atuação, tempo 
de aplicação e ação em diferentes tipos de superfície (Srey et al.,2013).  

O APA possui a vantagem de boa atividade em baixas concentrações (Cavallini et al, 
2013), interfere de maneira eficiente na dinâmica de cepas patogênicas e não patogênicas (Kitis, 
2004), além de agir em vasta amplitude de temperatura (30ºC a 40ºC) com resultados 
satisfatórios (Ziech, 2015). Entretanto, apesar da sua ação em diversos micro-organismos, 
relatos demonstram que há aumento da resistência microbiana com impacto na saúde pública e 
na economia, que resultam em grandes prejuízos com embargos sanitários na exportação de 
carnes, principalmente a carne de frango (Webber et al., 2019).  

Enquanto as causas da resistência aos antimicrobianos utilizados para o tratamento de 
infecções humanas são profundamente estudadas, àquelas de relevância à higienização ainda 
são pouco elucidadas. Estudos envolvendo subexposição a sanitizantes tradicionais 
demonstraram modificações na morfologia de Salmonella com consequente adaptação a 
concentrações mais elevadas de cloro, que resultaram na formação de células rugosas com 
capacidade de formar biofilmes de maneira eficiente (Obe et al., 2018). 

Pesquisas realizadas com o APA na indústria de produtos cárneos têm demonstrado 
redução na eficácia para controle de patógenos (Machado et al.,2011), na efetiva sanitização na 
presença de matéria orgânica (Webber et al., 2019) e na instabilidade no armazenamento 
(Volschan et al., 2019). Considerando a crescente preocupação com o impacto da resistência 
antimicrobiana e o controle microbiológico na cadeia de produção de alimentos, alternativas 
altamente promissoras como a utilização e desenvolvimento de nanopartículas aliadas aos 
agentes antimicrobianos têm demonstrado especificidade no reconhecimento e ligação celular 
(Chandra et al, 2020), liberação sustentada de ativo, manutenção da estabilidade no 
armazenamento e menores riscos de toxicidade (Oliveira et al., 2018).  

A utilização de compostos nanoestruturados à base de quitosana apresentam 
importância não somente econômica, mas também na sustentabilidade, pois promovem a 
reutilização de resíduos da indústria pesqueira que causam grande impacto ambiental (Azevedo 
et al., 2007). Além disso, o desenvolvimento de carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 
carreando óleos essenciais combina vantagens específicas de segurança, maior estabilidade 
(Bashiri et al., 2020) e capacidade de eliminar bactérias (Khezri, Farahpour & Mounesi Rad, 
2020). Em conjunto, o desenvolvimento dos nanocompostos propostos neste estudo visam 
otimizar a ação de sanitizantes por meio da liberação de moléculas ativas de maneira 
prolongada, segurança na utilização e eficiência contra patógenos de origem alimentar. 
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Considerando a importância do desenvolvimento e avaliação de sistemas 
nanoparticulados, este estudo tem como objetivo desenvolver e avaliar a estabilidade físico-
química e eficiência de nanopartículas de quitosana associadas ao ácido peracético (Quit/APA) 
e carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) carreando óleos essenciais de canela 
(CLN/CAN) e orégano (CLN/OR) na inibição de S. Heidelberg e E. coli patogênicas.  

2 Materiais e Métodos 

2.1 Cepas 

Foram utilizadas três cepas de S. Heidelberg e três de Escherichia coli, sendo uma delas 
classificada como APEC – Escherichia coli patogênica aviária.  

As cepas de S. Heidelberg foram isoladas de alimentos entre os anos de 2012 a 2017 e 
provenientes da Coleção de culturas de Enteropatógenos Bacterianos, Coleção Biológica de 
Bactérias de Interesse em Saúde do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ-RJ), e já 
previamente caracterizadas quanto à resistência aos antimicrobianos, potencial virulento e 
análise filogenética por Monteiro (2020).  

As cepas de E. coli foram isoladas nos anos de 2019 e 2020 de galinha morta (APEC), 
pavão e galinha doente, atendidos no Hospital Veterinário da Universidade Federal de 
Uberlândia.  

2.2 Preparo das nanopartículas 

Nanopartículas de quitosana/ácido peracético (0,8%) 
As nanopartículas foram preparadas pela técnica de gelificação iônica, descrita pela 

primeira vez por Calvo et al. (1997) em duas formulações distintas, com e sem biossurfactante. 
Resumidamente, 1 mL de uma solução de 0,1 %de quitosana em APA a 0,8% (Quit-

APA) foi mantida sob agitação magnética durante 12 horas. Paralelamente, biossurfactante 
Plantaren 1200® (0,2%) foi adicionado a uma nova solução de Quit-APA preparada como 
descrita anteriormente (Quit-APA/PL1200). Após, 20mL de cada um dos preparados foram 
gotejados com solução aquosa de 0,1% de tripolifosfato (5 mL). As nanopartículas resultantes 
foram armazenadas em vidro âmbar a 25°C.  

 
Carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 
As formulações de CLN compostas por diferentes matrizes lipídicas foram preparadas 

pelo método de emulsificação-ultrassonicação (Ribeiro et al., 2016). De forma resumida, o 
lipídio sólido (manteiga de Karité) e líquidos (óleos essenciais-OE de canela e orégano a 5%) 
foram aquecidos em banho-maria (10°C acima do ponto de fusão do lipídio 
sólido). Simultaneamente, uma solução aquosa de Plantaren 1200® foi aquecida até a mesma 
temperatura da fase lipídica e adicionada à fase oleosa, sob agitação em alta velocidade (10.000 
rpm), por 2 min em misturador Ultra-Turrax (IKA WerkeStaufen®, Alemanha). Em seguida, 
os sistemas foram ultrassonicados por 12 min em um sonicador de ponta Vibracell (Sonics & 
Mat. Inc®., Danbury, EUA) operado a 500 W e 20 kHz, em ciclos alternados de 30 s (liga / 
desliga). As formulações resultantes foram resfriadas à temperatura ambiente e armazenadas a 
25°C. 

2.3 Caracterização estrutural das nanopartículas 

Tamanho, dispersão, potencial Zeta e estabilidade físico-química  
O tamanho, dispersão e potencial Zeta das partículas foram realizadas após diluição das 

formulações (1:100 v/v) em água deionizada e realizadas em equipamento de espalhamento 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2020.571040/full#B28
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dinâmico ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments®, Malvern, Worcester-shire, UK). As 
análises foram realizadas em intervalos de 30 dias e em triplicata. Estes parâmetros foram 
acompanhados por 120 dias (CLN/CAN e CLN/OR) e 365 dias (Quit-APA e Quit-
APA/PL1200) durante armazenagem em temperatura ambiente (25 ºC) (Ribeiro et al., 2017).  

 
Caracterização morfológica das nanopartículas 
A morfologia das nanopartículas em todas as formulações foi realizada por Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (MET) durante 120 dias para os CLN e 365 dias para as formulações 
com quitosana. As amostras foram adicionadas em grades de cobre e posteriormente secas com 
papel filtro. Para que houvesse o contraste necessário para a visualização, foi utilizado acetato 
de uranila 2%. Em seguida, foi adicionado água deionizada nas grades de cobre, e removido o 
seu excesso. Finalmente, as amostras foram visualizadas em microscópio Hitachi HT7700® 
(Hitachi Tech-Global®, Tóquio, JP) com lente objetiva de modo duplo, operando a 80 kV.  

Inibição de células planctônicas de S. Heidelberg e E. coli em teste de difusão 
O teste de difusão em ágar foi executado de acordo com as normas do Clinical 

Laboratory Standart Institute (CLSI, 2020). Discos de papel de filtro estéreis com 5 mm de 
diâmetro foram preparados com 30 µL de APA comercial 0,8% (controle positivo) e 
formulações Quit-APA e Quit-APA/PL1200, sendo então armazenados em temperatura 
ambiente durante 30 minutos para secar. Os controles negativos foram impregnados em solução 
de cloreto de sódio (Dinâmica®) 0,9% estéril e secos da mesma forma.   

Para os testes realizados com CLN, os discos foram preparados da mesma forma, mas 
com 30 µL de emulsões de canela e orégano e também as nanoformulações CLN/CAN e 
CLN/OR, sendo usado como controle negativo solução de cloreto de sódio (Dinâmica®) 0,9% 
estéril. 

 Para as análises, as estirpes de S. Heidelberg foram descongeladas em temperatura 
ambiente e reativadas em caldo infusão de cérebro e coração (Oxoid®) por 18 a 24 horas a 37ºC 
e depois estriadas em ágar desoxicolato lisina xilose (Kasvi®) e incubadas na mesma 
temperatura por 24 horas. As cepas de E. coli foram preparadas de forma semelhante, mas após 
reativação em caldo infusão de cérebro e coração, o cultivo foi realizado em ágar Eosin 
Methylene Blue (Kasvi®). Uma colônia isolada de cada cepa de S. Heidelberg e E. coli foi 
estriada em ágar Triptone Soy Ágar (Oxoid®) e incubada por 24 horas a 37 ºC, a fim de obter 
colônias para a preparação do inóculo dos testes subsequentes. 

Os testes foram realizados com a distribuição do inóculo bacteriano com turvação 0,5 
da escala de MacFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 unidades formadoras 
de colônias por mililitro (UFC/mL), uniformemente sobre a superfície de ágar Mueller-Hinton 
(Oxoid®). Após a absorção do inóculo, os discos previamente impregnados com as formulações 
e controles positivo e negativo foram depositados na superfície, e após repouso por 5 minutos, 
as placas foram incubadas a 36 ºC durante 20 horas. Ao final da incubação foram medidos em 
milímetros o halo de inibição do crescimento. As determinações foram realizadas em duplicata.  

 
Concentração inibitória mínima (CIM) para inibição das bactérias na forma 

planctônica 
Foi utilizado o método de microdiluição (Duarte et al., 2016), com modificação. 

Inicialmente, em placas de poliestireno de 96 poços, as diferentes formulações a serem testadas 
foram diluídos em caldo Mueller Hinton (Oxoid®), partindo da concentração inicial de 80 
mg/mL para nanopartículas poliméricas e 50 mg/mL para as formulações de CLN. Em seguida 
foram adicionados 80 µL dos cultivos bacterianos de cada espécie bacteriana anteriormente 
preparados da mesma forma que feito para o teste de difusão. O controle negativo constou de 
caldo Mueller Hinton (Oxoid®) sem a adição dos cultivos bacterianos e formulações, e como 
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controle positivo, o caldo com inoculação bacteriana, sem adição das formulações, APA 
comercial ou emulsões. Após a incubação das placas 24 h a 36 ºC, foi verificada a menor 
concentração capaz de inibir o crescimento da bactéria nos poços. Todas as determinações 
foram realizadas em triplicata.   

2.4 Análise estatística dos resultados 

Os resultados relativos à estabilidade físico-química das formulações foram tabulados e 
submetidos a estatística descritiva e teste estatístico ANOVA. Para determinar diferenças entre 
o poder inibitório das formulações poliméricas e APA0,8% pelo teste de difusão em ágar e CIM 
foram utilizados os testes estatísticos ANOVA e post test Tukey. Já para a avaliação do poder 
inibitório das formulações CLN/CAN e CLN/OR e suas respectivas emulsões foi aplicado o 
Teste T e post test Tukey.  

A análise foi realizada com o auxílio do software R com 5% de significância. 

3 Resultados 

3.1 Análises das formulações 

Estabilidade físico-química 
Os resultados dos testes para determinar a estabilidade físico-química das 

nanopartículas poliméricas e carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) estão nas Figuras 1 
e 2, respectivamente.  

 

 
Figura 1: Estabilidade físico-química das nanopartículas poliméricas em relação ao tamanho de partícula (A), PDI 
(B) e potencial Zeta (C), monitorados por 365 dias à 25 °C. PDI=índice de polidispersão. QUIT-APA= Quitosana 
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encapsulando APA 0,8%; QUIT-APA/PL1200= Quitosana encapsulando APA 0,8% com adição do 
biossurfactante Plantaren 1200®. (*p<0,05 - One-ANOVA e post test Tukey).  
 

 
A formulação Quit-APA apresentou média de tamanho da partícula de 215,48± 2,92 

nm, variando de 211 a 220 nm, índice de polidispersão (PDI) de 0,3 e potencial Zeta de 22 a 33 
mV, sem diferenças significativas (p>0,05-ANOVA) em todos os índices ao longo dos 365 dias 
de avaliação. Já a formulação Quit-APA adicionada do biossurfactante (QUIT-APA/PL1200) 
apresentou índices médios de tamanho da partícula de 200,90±8,47 mm, variando de 188 a 216 
nm, PDI de 0,2-0,3 e potencial Zeta próximos a 22-24 mV ao final do experimento, com 
diferença significativa (p<0,05-ANOVA) em todos os parâmetros analisados. Apesar das 
diferenças observadas ao longo do armazenamento em Quit-APA/PL1200, esta formulação 
apresentou tamanhos menores de partícula e distribuição mais homogênea que o grupo Quit-
APA.  
 
 

 
Figura 2: Estabilidade físico-química carreadores lipídicos nanoestruturados em relação ao tamanho de partícula 
(A), PDI (B) e potencial Zeta (C), monitorados por 120 dias à 25°C. PDI=índice de polidispersão. CLN/CAN= 
CLN + Canela 5%. CLN/OR= CLN + orégano 5% (*p<0,05 - One-ANOVA e post test Tukey).  
 
 

A formulação CLN/CAN apresentou tamanho da partícula médio de 233,27±3,89 nm, 
variando entre 227 a 244 nm, PDI de 0,1 e potencial Zeta de -37 a -30 mV, apresentando 
diferença significativa apenas no potencial Zeta (p<0,05-ANOVA). O CLN/OR apresentou 
média de tamanho da partícula de 208,33±6,95 nm, variando entre 196 e 220 nm, PDI de 0,1 
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variando entre 0,1-0,2 e potencial Zeta entre -43 e -28 mV, com diferenças significativas em 
todos os parâmetros analisados (p<0,05-ANOVA) ao longo dos 120 dias de análise.  
 
 

Morfologia das nanopartículas 
As Figuras 3 e 4 mostram as imagens das nanopartículas de Quit-APA e Quit-

APA/PL1200 em MET. De forma geral as nanopartículas possuem morfologia esférica, com 
contornos bem delimitados e distribuição homogênea, e a adição do biossurfactante Plantaren® 
não afetou a morfologia. Foi constatado compatibilidade entre o ácido peracético (0,8%) e a 
matriz de quitosana, resultando em nanopartículas uniformes e estruturalmente estáveis. Os 
tamanhos de partícula de cada formulação foram estimados através do software ImageJ, e os 
valores de tamanho de partículas obtidos pelas micrografias estão de acordo com os dados de 
DLS, corroborando o sucesso do preparo das formulações. 

Resultados semelhantes foram observados na CLN/CAN (Figura 5), revelando a 
presença de nanopartículas de morfologia, tamanhos e distribuição esperados para esse tipo de 
sistema. O tamanho estimado pelo ImageJ com base na micrografia foi de 142,2 nm. Menor 
que o obtido por DLS, conforme o esperado para este tipo de técnica, uma vez que para as 
microscopias o preparo da amostra é invasivo, requer evaporação do solvente e geralmente pode 
causar encolhimento e deformação das nanopartículas (Ribeiro et al., 2018). 

 
Figura 3: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão da formulação Quit-APA (A e B).  As imagens foram 
obtidas por diferentes magnificações: A= 10.000x; B= 100.000x.  Quit-APA= 215,48± 2,92 nm 
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Figura 4: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão da formulação QUIT-APA/PL1200 (A e B). As 
imagens foram obtidas por diferentes magnificações: A= 10.000x; B= 100.000x. Quit-APA/PL1200= 200,90±8,47 
mm 
 

 
Figura 5: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão da formulação CLN/CAN (A e B). As imagens foram 
obtidas por diferentes magnificações: A= 12.000x; B= 25.000x.  CLN/CAN= 233,27±3,89 nm.  

 
3.2 Inibição de S. Heidelberg e E. coli planctônicas 

Teste de difusão em discos 
A Tabela 1 apresenta os resultados do teste de difusão em disco comparando os 

tratamentos Quit-APA e Quit-APA/PL1200 com o APA 0,8% (controle).  
A formulação Quit-APA apresentou diâmetros das zonas de inibição de crescimento 

maiores (p<0,05-post test Tukey) que os valores do controle com o APA0,8 % para todas as 
cepas de S. Heidelberg. Os diâmetros médios dos halos de inibição foram de 33,77±1,77 mm e 
24,11±2,32 mm para as formulações Quit-APA e APA 0,8%, respectivamente. Não houve 
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diferença (p>0,05-post test Tukey) entre os diâmetros dos halos de inibição de E. coli entre o 
Quit-APA em relação ao controle. 

Já para a formulação Quit-APA/PL1200, o diâmetro do halo de inibição foi maior 
(p<0,05-post test Tukey) que o controle (APA 0,8%) apenas para uma cepa de S. Heidelberg 
(6H), com diâmetro médio de 27,33±1,20 mm para Quit-APA/PL1200 e 22,89±1,17 mm para 
APA 0,8%. Também na inibição de E. coli, em somente uma cepa (2EC) o halo médio de 
inibição (16±1,41 mm) foi maior (p<0,05-post test Tukey) que o controle com APA 0,8% 
(11±1,41 mm).  

Já os resultados comparativos entre as formulações com carreadores lipídicos 
nanoestruturados e suas respectivas emulsões, considerando os tamanhos dos halos de inibição 
obtidos no teste de difusão em ágar estão na Tabela 2.  

 Todas as formulações (CLN/CAN e CLN/OR) demonstraram inibir o crescimento de 
S. Heidelberg e E. coli, e apresentaram diâmetros de halos de inibição maiores (p<0,05-Teste 
T) que as emulsões contendo somente o óleo essencial. Para a formulação CLN/CAN, os 
diâmetros dos halos variaram entre 17,0 e 21,5 mm, com média de 17,75±2,05 mm; enquanto 
na emulsão correspondente, empregada como controle, o diâmetro dos halos apresentou valores 
entre 6,0 e 7,5 mm e média de 6,6±0,75 mm. Já a formulação de orégano (CLN/OR) apresentou 
diâmetros de halos entre 8,0 e 10,5 mm, com média de 9,08±0,97 mm e sua respectiva emulsão 
resultou em halos variando entre 6,0 e 9,5 mm, com média de 8,08±1,32 mm. 

Concentração inibitória mínima (MIC)  
Nenhum dos tratamentos envolvendo as formulações de nanopartículas biopoliméricas 

em quitosana (Tabela 3) apresentou valores de CIM inferiores aos obtidos com APA 0,8% 
(p>0,05-ANOVA). Entretanto, uma cepa de S. Heidelberg (6H) e as três cepas de E. coli foram 
inibidas com a mesma concentração (1,25 mg.mL-1) que o controle APA 0,8%.  

A CIM dos carreadores lipídicos nanoestruturados com óleo essencial de canela e 
orégano indicam que houve capacidade de inibir o crescimento de S. Heidelberg e E. coli, sendo 
necessário baixas concentrações das formulações. A concentração média da nanoformulação 
CLN/CAN foi de 0,95±0,30 mg.mL-1 para S. Heidelberg e 0,78±0,68 mg.mL-1 para E. coli, já 
a CIM média de CLN/OR foi de 0,65± 0,23 mg.mL-1 e 0,69± 0,15 mg.mL-1 para S. Heidelberg 
e E. coli, respectivamente (Tabela 4). 

4. DISCUSSÃO  

A avaliação da estabilidade físico-química de nanoformulações é essencial para 
confirmar se as propriedades estruturais foram preservadas ao longo do tempo, uma vez que o 
rompimento, aglutinação ou degradação das nanopartículas dispersas em sistemas coloidais 
afetam diretamente seu potencial biológico (Ribeiro et al., 2018). Geralmente, nanossistemas 
estáveis são aqueles que não apresentam diferenças estatisticamente significantes ao longo do 
tempo de análise, ainda que haja exceções. Considerando-se a complexidade de sistemas 
coloidais como estes, extremamente dinâmicos e governados por intensa energia cinética, mais 
importante que a significância estatística em si, está na criteriosa avaliação de formação de 
tendências de aglomerados ou não ao longo do tempo, que refletirá diretamente no tempo de 
prateleira do produto. 

Os testes de estabilidade físico-química das formulações considerando o tamanho de 
partícula (Figura 1A), PDI (Figura 1B) e potencial Zeta (Figura 1C), mostram que a formulação 
QUIT-APA não apresentou variações significativas (p>0,05-ANOVA) em todo o período. Vale 
destacar que o acompanhamento dos índices foi realizado por 365 dias a 25°C, temperatura que 
permite economia na armazenagem, transporte e distribuição, uma vez em que não é necessário 
refrigeração em seu transporte.  
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A adição do biossurfactante Plantaren 1200 às formulações objetivou avaliar se haveria  
contribuição adicional às propriedades do sistema, já que este produto poderia teoricamente 
atuar como um adjuvante antibacteriano no sistema, e não como estabilizante, já que as 
nanopartículas de quitosana são estabilizadas por reticulação iônica à base de tripolifosfato de 
sódio (Unsoy et al., 2014). De fato, em relação ao tamanho das partículas e valores de PDI, a 
formulação Quit-APA/PL1200 apresentou tamanhos menores e distribuição mais homogênea 
que o grupo Quit-APA. Porém, de outro lado, com adição deste adjuvante houve variações 
(p<0,05-ANOVA) em todos os parâmetros analisados. Apesar das alterações estruturais das 
nanopartículas Quit-APA/PL1200, ambos os sistemas mantiveram tamanho de partícula, PDI e 
potencial Zeta no final do experimento compatíveis com formulações estáveis de composição 
similar, utilizadas para diferentes aplicações (Grillo et al., 2015; Mortazavian et al., 2014).  

A estabilidade das CLN foi avaliada de forma semelhante, acompanhada por 120 dias a 
25ºC. A formulação CLN/CAN apresentou diferenças (p<0,05-ANOVA) apenas nos valores de 
potencial Zeta, já na formulação CLN/OR foi observada diferenças (p<0,05-ANOVA) em todos 
os parâmetros analisados. Cabe ressaltar, que o Plantaren empregado na estabilização das 
formulações de CLN é um biossurfactante não-iônico. Nesse caso, a estabilização dos sistemas 
se dá por impedimento estérico e não eletrostático. Nesse caso, os valores de potencial Zeta não 
são preditivos de estabilidade físico-química per se. Portanto, tais variações significativas ao 
longo do tempo são inerentes à complexidade dos sistemas coloidais. As melhores propriedades 
estruturais da canela tornaram o sistema mais estável e mais efetivo, resultando em melhor 
atividade nos testes in vitro. O OE de canela é basicamente composto de metabólitos 
secundários, tais como terpenos, que exibem considerável atividade antimicrobiana e 
antioxidante, algo desejável na busca por compostos com atividade frente a patógenos de 
origem alimentar com importância na saúde pública (Prakash et al., 2013). 

 Geralmente um sistema estável não deve apresentar variações ao longo do tempo, 
porém há exceções. Apesar da formulação CLN/OR ter apresentado diferenças (p<0,05-
ANOVA) ao longo do tempo em todos os parâmetros analisados, é possível observar na Figura 
2 que não há uma tendência de aumento do tamanho da partícula com o passar do tempo, mas 
sim, que houveram flutuações dos valores ao longo do tempo da análise, que são inerentes a 
complexidade da organização estrutural de um colóide. Imediatamente após a formulação 
(tempo 0), o tamanho médio das partículas foi 231,73±3,39 mm e após 120 dias 229,13±2,19 
mm, confirmando que as flutuações não causaram alterações estruturais relevantes no sistema 
ao longo do tempo de monitoramento. 

Bashiri et al. (2020) obteve tamanhos de partícula em torno de 110±1 a 120 ± 10 nm ao 
avaliar a estabilidade de CLN carregadas com OE de canela incorporados com diferentes 
lipídeos líquidos (milho, sesamol, amêndoa doce e semente preta) utilizando manteiga de cacau 
como lipídeo sólido e adição de Tween 80 como surfactante. As formulações foram avaliadas 
durante 40 dias e o aumento no tamanho de partícula foi justificado como consequência da 
cristalização de lipídeos, tornando maior a viscosidade e levando ao maior tamanho. Ali et al. 
(2015) desenvolveram nanopartículas de lipídeos sólidos de manteiga de karité encapsulando a 
curcumina e obteve tamanhos de partículas entre 50 e 230 nm, utilizando diferentes quantidades 
de manteiga de karité (de 5 a 40 %), água (de 48 a 92 %) e surfactante (1,5 a 19 %). A escolha 
da manteiga de karité para o desenvolvimento de CLN justifica-se pela sua composição ácidos 
graxos simples e ponto de fusão entre 30 e 45 ºC, além de ser um material natural, de baixo 
custo e com propriedades antioxidantes devido a presença de componentes fenólicos (Honfo et 
al., 2014). 

Com relação aos valores de PDI, observa-se que a formulação CLN/OR foi se tornando 
mais dispersa ao longo do tempo, o que é desejável. As formulações são consideradas 
monodispersas quando os valores de PDI são inferiores a 0,2, refletindo positivamente na 
estabilidade físico-química (Ali et al., 2015). Com base nos valores de potencial Zeta da 
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formulação CLN/OR foi observada uma queda significativa ao longo do tempo, que poderia ser 
uma indicação de instabilidade do sistema, no entanto, os outros parâmetros não corroboram 
com a instabilidade, e ao final da avaliação geral, a formulação apresenta propriedades 
estruturais desejáveis.  

A morfologia das diferentes formulações em MET (Figuras 3, 4 e 5) torna evidente que 
as nanopartículas apresentaram morfologia esférica, com os contornos delimitados e 
distribuição homogênea, conforme o esperado para este tipo de sistema (Tsai et al., 2019). A 
inclusão do biossurfactante Plantaren não influenciou nesta característica. Em geral, o preparo 
de amostras para microscopia consta de um processo invasivo, que resulta em diluição, 
contraste e evaporação do solvente, podendo ocasionar em um encolhimento ou deformação 
das partículas (Ribeiro et al., 2018). No entanto, os valores de tamanho de partículas obtidos 
nas micrografias estão de acordo com os dados de DLS, corroborando o sucesso do preparo das 
formulações. 

As nanopartículas desenvolvidas apresentaram diferentes cargas elétricas superficiais, 
sendo as nanopartículas Quit-APA e Quit-APA/PL1200 carregadas positivamente, e as 
CLN/CAN e CLN/OR carregadas negativamente, de acordo com dados obtidos na análise do 
potencial Zeta. Todas as formulações tiveram como alvo espécies bacterianas Gram-negativas, 
que possuem cargas negativas na membrana celular. As nanopartículas catiônicas liberam íons 
que são atraídos e se acumulam na parede celular microbiana, permitindo além da reação 
enzimática que ocasiona ruptura da superfície da célula, a liberação do ativo encapsulado no 
local de interesse (Prado et al., 2020).  

O mecanismo de ação de nanopartículas lipídicas carregadas negativamente frente a 
bactérias Gram-negativas envolve a competição por ligações de hidrogênio que ocorrem na 
superfície, com os lipopolissacarídeos e peptideoglicanos, como elucidado por Siek et al. (2020) 
ao estudar o efeito de nanopartículas de cargas mistas e a interação em componentes das células 
de bactérias Gram negativas e Gram positivas. Verma et al. (2008) observaram que nanobjetos 
catiônicos promovem efeito bactericida ou bacteriostático devido a geração de “orifícios 

transitórios” que geram toxicidade para a membrana, comportamento diferente do observado 

na ação de nanopartículas aniônicas.  
O teste de difusão em disco demostrou que comparativamente, a formulação de 

quitosana encapsulando APA foi mais eficiente (p<0,05-post test Tukey) na inibição das cepas 
de S. Heidelberg quando comparada a formulação comercial. Porém, a mesma formulação 
encapsulada quando adicionada do biossurfactante teve sua eficiência reduzida, pois mesmo 
apresentando diâmetros de halos maiores, para somente uma das cepas a inibição foi 
significativamente superior.  O biossurfactante utilizado (Plantarem 1200®) é composto por 
lauril glucosídeo, um alquil do grupo glucosídeo, um surfactante biodegradável não iônico 
(Martínez-González et al., 2017). A resposta inibitória do surfactante lauril glucosídeo parece 
ser espécie dependente, por exemplo, entre as bactérias Gram negativas, Moraxella 
fenilpyruvica, Salmonella Typhimurium, Salmonella Weltevreden e Vibrio parahaemolyticus 
parecem ser mais resistentes ao biossurfactante que E. coli e Pseudomonas aeruginosa. Além 
disso, bactérias Gram negativas são mais resistentes que Gram positivas devido diferenças na 
estrutura da parede celular (Loyawattananan, 2020). 

O aumento no poder inibitório da forma encapsulada em quitosana Quit-APA é devido 
ao caráter catiônico da quitosana, onde seus agrupamentos NH3 disponíveis interagem 
eletrostaticamente com a parede celular das bactérias (Thakur; Voicu, 2016). Uma vez que a 
interação ocorre, o APA é liberado, e por ser um agente oxidante, causa estresse oxidativo no 
interior da membrana celular com oxidação dos lipídios, o que ocasiona seu rompimento e a 
consequente eliminação da bactéria (Cremieux; Davin-Regli, 2000; Campo et al., 2020). 

Singh, Hung & Qi (2018) avaliaram a eficácia de diferentes sanitizantes, incluindo o 
ácido peracético, na redução E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes, e S. Typhimurium 
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DT104 em superfícies de produtos frescos. De modo geral, o ácido peracético a 100 mg/L 
alcançou a maior inativação microbiana para todas as bactérias testadas quando comparado aos 
outros agentes. Os autores destacaram que o APA é um oxidante muito forte, com potencial de 
oxidação maior do que de desinfetantes a base de cloro, que é capaz de inativar células 
microbianas ao interromper as ligações dissulfeto (S–S) e sulfidrila (–SH) e oxidar proteínas de 
membrana. Adicionalmente, ao adentrar nas células microbianas, o APA pode oxidar enzimas 
e componentes intracelulares essenciais. 

Um estudo conduzido por Ibañez-Peinado et al. (2020) avaliou a atividade de quitosana 
extraída de inseto e de crustáceo frente a diferentes patógenos de importância em segurança 
alimentar, como S. Typhimurium e E. coli O157:H7. Os autores constataram que a quitosana 
de ambas as fontes demonstrou atividade antimicrobiana, embora o efeito seja micro-organismo 
dependente. Os autores salientaram que a atividade antimicrobiana da quitosana é influenciada 
por condições extrínsecas e intrínsecas, como o tipo de quitosana, peso molecular, grau de 
desacetilação, solvente e concentração. Outros aspectos também podem interferir nessa 
atividade como o número de bactérias, a espécie do micro-organismo, seu estado fisiológico, 
pH, temperatura, íons metálicos, força iônica, presença de quelantes como o ácido 
etilenodiaminotetracético (EDTA) ou matéria orgânica, entre outros.  

Apesar da boa ação inibitória em S. Heidelberg, as formulações Quit-APA e Quit-
APA/PL1200 foram menos efetivas na inibição de E. coli que APA 0,8% não encapsulado, já 
que em somente uma cepa (2EC), a ação inibitória da formulação Quit-APA/PL1200 foi mais 
eficiente. A menor eficiência das formulações encapsuladas em quitosana são compatíveis com 
a relação membrana celular e componentes catiônicos apontada por Ebbensgaard et al. (2018). 
Os autores destacam particularidades dos componentes na membrana celular externa de E. coli 
capazes de evitar a entrada de antibióticos e peptídeos antimicrobianos catiônicos, 
principalmente a capacidade da modificação da região interna do core-OS, responsável pela 
característica altamente aniônica da bactéria, sugerindo que estes componentes são capazes de 
promover uma menor suscetibilidade frente a tratamentos com cargas positivas. 

A CIM determinada para as nanoformulações encapsuladas mostrou a mesma tendência 
que os resultados do teste de difusão em disco, não havendo de forma geral, diferença entre a 
CIM das formulações com nanopartículas poliméricas e APA 0,8% (p>0,05-post test Tukey), 
com exceção de uma cepa de S. Heidelberg, em que Quit-APA/PL1200 apresentou 
concentração inibitória inferior ao controle (p<0,05-post test Tukey). A CIM de APA para inibir 
Salmonella spp pode ser também cepa dependente, como observado no estudo de Bellé (2020) 
que determinou a concentração de 1,08 mg.mL-1 de APA 0,02% para eliminar cepas de S. 
Typhimurium. 

De forma geral, apesar de não haver diferença do uso dos nanocompostos em quitosana 
quanto ao poder de inibição em relação ao APA 0,8%, ainda há vantagens do uso das formas 
encapsuladas em relação a estabilidade, toxicidade e capacidade de corrosão em metais do ácido 
peracético não encapsulado (Silva & Rabelo, 2020), além de todas as vantagens inerentes à 
matriz de quitosana supramencionadas.  

A busca de novos antimicrobianos, melhoria da eficiência dos existentes e formas de 
uso mais racional quanto a prevenção da resistência e sustentabilidade ambiental é 
extremamente necessária. Nesse sentido, a abordagem do uso de óleos essenciais (OEs) como 
antimicrobianos tem sido profundamente investigada, com diversos estudos comprovando a sua 
efetividade (Bashiri et al., 2020). No entanto, os óleos essenciais puros tem características 
indesejáveis, como alta volatilidade, podem ser tóxicos em altas concentrações, além do forte 
odor, que pode influenciar nas caracteristicas organolépticas dos produtos envolvidos (Khezri; 
Farahpour; Mounesi Rad, 2020). Neste trabalho, visando  contornar estas limitações, foram 
utilizados OEs de canela e orégano, ambos carreados em lipídeos nanoestruturados (CLN), 
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utilizando a manteiga de Karité como lipídio sólido e Plantaren 1200 como tensoativo, 
estabilizadas por tripolifosfato de sódio (TPP). 

Nosso grande desafio no uso de CLN foi além de verificar o efeito inibidor das 
emulsões,  mas constatar se a atividade antibacteriana dos compostos seriam mantidas após seu 
processamento, já que tantos os OE puros quanto as suas respectivas emulsões são instáveis, e 
assim, inviabilizam o seu emprego futuro como sanitizante (Prakash et al., 2018). 

O poder inibitório da nanoformulação com óleo de canela (CLN/CAN) foi superior ao 
da sua emulsão correspondente em todas as cepas analisadas. O principal componente ativo do 
OE de canela proveniente do caule é o cinamaldeído, um álcool terpeno, metabólito secundário 
de origem vegetal que age inibindo a geração de energia para a bactéria a partir da inibição da 
captação de glicose ou até mesmo sua utilização (Ho et al., 2013). Ainda, sugere-se que esse 
composto desempenhe ação na permeabilidade iônica da membrana plasmática (Rangel, 2016). 
Em 2019 foi patenteada a primeira formulação CLN contendo apenas excipientes naturais, uma 
delas, carreando OE de canela, que teve sua eficácia comprovada pelo teste de difusão em discos 
para a inibição do crescimento de cepas de Staphylococcus aureus, S. aureus MRSA, S. 
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (Ribeiro et al, 2019). 

O CLN/OR também foi mais eficiente que a sua emulsão não encapsulada em 5/6 
(83,33%) das cepas, com menor ação (p<0,05-post test Tukey) somente em uma cepa de E. coli 
(2EC), com halos de 8,50±0,71 mm e 8,00±0,00 mm, respectivamente. O princípio ativo do OE 
de orégano é o carvacrol, um monoterpeno com a presença de um grupo hidroxila livre e uma 
porção fenólica na estrutura da sua molécula, conferindo uma natureza hidrofóbica (Galvão, 
2019).  A presença deste monoterpeno é responsável por diversas propriedades terapêuticas, 
como, por exemplo, atividade antitumoral (Arunasree, 2010), anti-inflamatória (Guimarães et 
al., 2012), antiparasitária (Pastor et al., 2015), antioxidante (Beena & Rawat, 2015) e 
antimicrobiana, incluindo atividade frente às cepas de interesse em DTAs, como E. coli, 
Salmonella e B. cereus (Sharifi-Rad et al., 2018).  

As bactérias Gram negativas possuem membrana externa com lipopolissacarídeos, que 
conferem carater hidrofílico e consequente proteção a permeabilidade de substâncias 
hidrofóbicas como os OE, por exemplo. Porém, com o acúmulo nas membranas microbianas, a 
permeabilidade é ionicamente alterada por íons de hidrogênio e potássio, ocorrendo ação  na 
parede celular das bactérias, impedindo o transporte de elétrons, proteínas, fosforilação, 
incapacitando reações enzimáticas, gerando por fim, desequilíbrio osmótico com consequente 
morte da bactéria (Dorman & Deans; 2000; Bona et al., 2012). Os CLNs encapsulam moléculas 
hidrofóbicas com sucesso no interior da partícula, possibilitando o transporte do ativo pela 
membrana, permitindo sua ação (Rodrigues da Silva et al., 2020). 

Os valores de CIM indicam que baixas concentrações de CLN/CAN e CLN/OR são 
suficientes para a inibição das cepas de E. coli . Foram necessárias concentraçãoes de 0,39 a 
1,56 mg.ml-1 e 0,52±0,23 a 0,78 mg.ml-1 de CLN /CAN e CLN /OR para inibir E. coli, 
respectivamente. Esses resultados são compatíveis com Machado et al. (2011), que obteve 
valores de 2,0 mg.mL-1 de CIM ao testar OE de canela frente a cepas de E. coli e Santúrio et al. 
(2011), que também observaran atividade antimicrobiana do OE de orégano frente cepas de E. 
coli de diversas origens como aves e bovinos, com CIM de 0,83 mg.mL-1.  

Esses resultados são bastante relevantes, uma vez que as formulações nanoparticuladas 
são um campo emergente, oferecendo uma vasta gama de opções para a criação de agentes 
antimicrobianos seguros, sustentáveis, reprodutíveis em larga escala, e, ainda, podem ajudar a 
diminuir a resistência aos antimicrobianos, além de serem candidatos promissores como futuros 
santizantes (Prakash et al., 2018; Khezri; Farahpour, Mounesi Rad, 2020). 

Finalmente, tais resultados apontam que as formulações catiônicas à base de quitosana 
e APA, assim como as formulações aniônicas de CLN com OE de canela e orégano 
apresentaram excelentes propriedades físico-químicas, vida de prateleira e resultados 
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promissores na inibição do crescimento de E. coli e S. Heidelberg. Cabe ressaltar, que os 
resultados obtidos quanto à atividade antimicrobiana in vitro deverão ser futuramente 
corroborados em ensaios in vivo de eficácia e toxicidade, uma vez que existem muitas outras 
variáveis que não são capazes de serem simuladas em testes in vitro. 

4 CONCLUSÃO 

O emprego da nanotecnologia nas técnicas de sanitização industrial parece ser uma 
alternativa promissora para a higienização industrial e produção de alimentos inócuos e seguros 
para o consumidor, em um mundo de crescente resistência aos antimicrobianos. Neste contexto, 
o presente trabalho desenvolveu diferentes formulações de nanopartículas biopoliméricas e 
carreadores lipídicos nanoestruturados com ótima estabilidade físico química em 
armazenamento a 25 ºC, além de nanopartículas em tamanho e formato adequados para o 
sistema desenvolvido, comprovado por imagens obtidas na MET. As nanoformulações 
demostraram potencial de inibir o crescimento de S. Heidelberg e E. coli, com destaque para a 
formulação Quit-APA para inibir S. Heidelberg e a efetividade da formulação CLN/CAN para 
inibir cepas de E. coli. 
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Tables 
Tabela 1: Diâmetro Do Halo De Inibição No Teste De Difusão Em Disco Comparando As Formulações Com O 
Controle (APA 0,8%) frente as cepas de S. Heidelberg e E. coli. * P<0,05- One-Way ANOVA E Post Test Tukey. 
Quit-APA= Ácido Peracético 0,8% Encapsulado Em Quitosana. Quit-APA/PL1200= Ácido Peracético 0,8 % 
Encapsulado Em Quitosana + Plantarem 1200. APA= Ácido Peracético A 0,8%. 

CEPAS Halo De Difusão (mm) 
 Quit-APA Quit-APA/PL1200 APA 

0,8 % 
5H 
6H 

13H 
1EC 
2EC 
3EC 

33,77±1,39* 

32,88±1,35* 

32,33±2,67* 

14,00±1,41 

15,50±0,71 

16,00±1,41 

27,77±1,17 

27,33±1,20* 

25,89±0,20 

16,50±2,12 

16,00±1,41* 

14,50±0,71 

26,11±2,51 

22,89±1,17 

23,33±2,18 

13,50±0,71 

11,00±1,41 

12,50±0,71 
 
 
Tabela 2:  Diâmetro Do Halo De Inibição No Teste De Difusão Em Disco Comparando As Emulsões E Sua 
Respectiva Formulação Em Carreadores Lipídicos Nanoestruturados (CLN). * P<0,05- Teste T E Post Test Tukey. 
E1=Emulsão De canela 5%. CLN/CAN= CLN + Canela 5 %. E2= Emulsão De Orégano. CLN/OR= CLN + 
Orégano 5 %. 

CEPAS TRATAMENTOS  
 E1 CLN/CAN p-Valor E2 

 
CLN/OR p-Valor 

5H 
6H 

13H 
1EC 
2EC 
3EC 

7,00±0,00 
7,50±0,71 
6,00±0,00 
7,50±0,71 
6,00±0,00 
6,00±0,00 

17,00±0,00 
21,50±0,71 
15,50±0,71 
17,50±0,71 
18,00±1,41 
17,00±1,41 

0,0253* 
0,0373* 
0,0297* 
0,0230* 
0,0412* 
0,0370* 

8,00±0,00 
9,50±0,71 
7,50±0,71 
6,00±1,41 
8,00±0,00 
9,50±0,71 

10,00±0,00 
10,50±0,71 
8,50±0,71 
8,00±0,00 
8,50±0,71 
9,00±0,00 

0,00060* 
0,00010* 
0,00030* 
0,00220* 
0,00010* 
0,00004* 

 
  

Tabela 3: Concentração Inibitória Mínima De Nanoformulações Comparado Ao Controle (APA 0,8%). * P<0,05 
(One-Way ANOVA E Post Test Tukey). Quit-APA= Ácido Peracético 0,8 % Encapsulado Em Quitosana. Quit-
APA/PL1200= Ácido Peracético 0,8 % Encapsulado Em Quitosana + Plantarem 1200. APA= Ácido Peracético A 
0,8 %. 

CEPAS  TRATAMENTOS 
(mg.mL-1) 

 

 Quit-APA Quit- 
APA/PL1200 

APA 
0,8% 

5H 
6H 
13H 
1EC 
2EC 
3EC 

0,83±0,36 

1,25±0,00 

0,63±0,00 

1,25±0,00 

1,25±0,00 

1,25±0,00 

1,25±0,00* 

1,25±0,00 

0,63±0,00 

1,25±0,00 

1,25±0,00 

1,25±0,00 

0,63±0,00 

1,25±0,00 

0,52±0,18 

1,25±0,00 
1,25±0,00 

1,25±0,00 
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Tabela 4: Concentração Inibitória Mínima Dos CLN Comparado A Suas Respectivas Emulsões. *P<0,05 (teste 
T e Post Test Tukey). E1= Emulsão De Canela 5 %. CLN=Carreador Lipídico Nanoestruturado. CLN/CAN= 
CLN+Canela 5 %. E2= Emulsão De Orégano 5 %. CLN/OR= CLN+Orégano 5 %. 

CEPAS  Tratamentos 
(mg.mL-1) 

  

 E1 CLN/CAN E2 
 

CLN/OR 

5H 
6H 
13H 
1EC 
2EC 
3EC 

0,78±0,00 

0,39±0,00 

0,65±0,23 

0,78±0,00 
0,78±0,00 
0,39±0,00 

0,78±0,00* 
0,78±0,00* 
1,30±0,45 
0,39±0,00 

1,56±0,00* 
0,39±0,00 

0,78±0,00 
0,78±0,23 
0,78±0,00 
0,52±0,23 
1,56±0,00 
1,56±0,00 

0,78±0,00 
0,39±0,00* 
0,78±0,00 
0,52±0,23 

0,78±0,00* 
0,78±0,00* 
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1. Introduction 
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3.2. Equations  

The equations should be inserted in editable format from the equation editor. 
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L
+ bn sin
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L
)

∞

n=1

 

3.3. Figures 

Frontiers requires figures to be submitted individually, in the same order as they are referred 
to in the manuscript. Figures will then be automatically embedded at the bottom of the 
submitted manuscript. Kindly ensure that each table and figure is mentioned in the text and in 
numerical order. Figures must be of sufficient resolution for publication (see here for 
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cause substantial delay during the production process. Figure legends should be placed at the 
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3.3.1. Permission to reuse and Copyright 
Figures, tables, and images will be published under a Creative Commons CC-BY licence and 
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responsibility of the authors to acquire the licenses, to follow any citation instructions 
requested by third-party rights holders, and cover any supplementary charges. 
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format e.g., Word, Excel. Tables provided as jpeg/tiff files will not be accepted. Please note 
that very large tables (covering several pages) cannot be included in the final PDF for reasons 
of space. These tables will be published as Supplementary Material on the online article 
page at the time of acceptance. The author will be notified during the typesetting of the 
final article if this is the case.  

7 Nomenclature 

3.5. Resource Identification Initiative 

To take part in the Resource Identification Initiative, please use the corresponding catalog 
number and RRID in your current manuscript. For more information about the project and for 
steps on how to search for an RRID, please click here. 
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Life Science Identifiers (LSIDs) for ZOOBANK registered names or nomenclatural acts 
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urn:lsid:<Authority>:<Namespace>:<ObjectID>[:<Version>] 
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the guidelines. 

http://home.frontiersin.org/about/author-guidelines#GeneralStyleGuidelinesforFigures
http://www.frontiersin.org/files/pdf/letter_to_author.pdf
http://www.frontiersin.org/about/AuthorGuidelines#InclusionofZoologicalNomenclature


 

70 
 

4. Additional Requirements 

For additional requirements for specific article types and further information please refer to 
Author Guidelines. 

5. Conflict of Interest 

All financial, commercial or other relationships that might be perceived by the academic 
community as representing a potential conflict of interest must be disclosed. If no such 
relationship exists, authors will be asked to confirm the following statement:  
The authors declare that the research was conducted in the absence of any commercial or 
financial relationships that could be construed as a potential conflict of interest. 

6. Author Contributions 

The Author Contributions section is mandatory for all articles, including articles by sole 
authors. If an appropriate statement is not provided on submission, a standard one will be 
inserted during the production process. The Author Contributions statement must describe the 
contributions of individual authors referred to by their initials and, in doing so, all authors 
agree to be accountable for the content of the work. Please see here for full authorship criteria. 

7. Funding 

Details of all funding sources should be provided, including grant numbers if applicable. 
Please ensure to add all necessary funding information, as after publication this is no longer 
possible. 
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The following formatting styles are meant as a guide, as long as the full citation is complete 
and clear, Frontiers referencing style will be applied during typesetting. 

9.1. Science, Engineering and Humanities and Social Sciences references 

For articles submitted in the domains of Science, Engineering or Humanities and Social 
Sciences please apply Author-Year system for in-text citations. For Humanities and Social 
Sciences articles please include page numbers in the in-text citations 

For some examples please click here. 

For more examples of citing other documents and general questions regarding reference style, 
please refer to the Chicago Manual of Style. 
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For articles submitted in the domain of Health or the journals Frontiers in Physics and 
Frontiers in Applied Mathematics and Statistics please apply the Vancouver system for in-text 
citations. 

In-text citations should be numbered consecutively in order of appearance in the text – 
identified by Arabic numerals in the parenthesis [square parenthesis for Physics and 
Mathematics]. 

For some examples please click here. 

For more examples of citing other documents and general questions regarding reference style, 
please refer to Citing Medicine. 

10. Supplementary Material 

Supplementary Material should be uploaded separately on submission, if there are 
Supplementary Figures, please include the caption in the same file as the figure. 
Supplementary Material templates can be found in the Frontiers Word Templates file. 

Please see the Supplementary Material section of the Author guidelines for details on the 
different file types accepted. 

1 Data Availability Statement 

The datasets [GENERATED/ANALYZED] for this study can be found in the [NAME OF 
REPOSITORY] [LINK]. Please see the Data Availability section of the Author guidelines for 
more details. 

 

Supplementary Material 
1 Supplementary Data 

Supplementary Material should be uploaded separately on submission. Please include any 
supplementary data, figures and/or tables. All supplementary files are deposited to FigShare for 
permanent storage and receive a DOI. 

Supplementary material is not typeset so please ensure that all information is clearly presented, 
the appropriate caption is included in the file and not in the manuscript, and that the style 
conforms to the rest of the article. To avoid discrepancies between the published article and the 
supplementary material, please do not add the title, author list, affiliations or correspondence in 
the supplementary files. 

2 Supplementary Figures and Tables 

For more information on Supplementary Material and for details on the different file types 
accepted, please see here. Figures, tables, and images will be published under a Creative 
Commons CC-BY licence and permission must be obtained for use of copyrighted material 
from other sources (including re-published/adapted/modified/partial figures and images from 
the internet). It is the responsibility of the authors to acquire the licenses, to follow any 
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citation instructions requested by third-party rights holders, and cover any supplementary 
charges. 

2.1 Supplementary Figures 

 

 

Supplementary Figure 1. The figure legends are required to have the same font as the main 
text, 12 point normal Times New Roman, single spaced. Please use a single paragraph for 
each legend and prepare the figures keeping in mind the PDF layout.  
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