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RESUMO

A mastite bovina é uma doenca que causa grandes perdas econdmicas
para as industrias de laticinios. Esta doenca é provocada por
microrganismos, que ao entrar em contato com o canal do teto causam
inflamacdo na glandula mamaria. A desinfeccdo dos tetos é a pratica
mais comum para reduzir a incidéncia desta doenca. Solucbes
desinfetantes (p6s-dipping) formam uma barreira protetora no teto que
impedem o crescimento desses microrganismos patogénicos. Porém
estas solugdes podem impactar negativamente a salde do animal ou a
qualidade do leite. Neste trabalho, foram produzidas solucbes
filmogénicas a base de goma xantana incorporada com 6leo essencial de
cravo (Eugenia caryophyllata), canela (Cinnamomum cassia) e orégano
(Origanum vulgare) com o objetivo de avaliar sua atividade
antimicrobiana frente a trés espécies de microrganismos causadores da
mastite bovina, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans. As solugdes filmogénicas foram preparadas com diferentes
concentracdes (0,1; 0,3; 0,5; 1; 2 e 3%) dos 6leos essenciais utilizando
duas metodologias diferentes, uma de baixa energia na qual se obteve
uma emulsdo (SFE) por agitacdo mecénica, e uma de alta energia
obtendo uma nanoemulsdo (SFN) por ultrassom. Os testes
antimicrobianos foram avaliados por difusdo em agar e, neste teste, 0s
resultados foram melhores para as SFE do que para as SFN, o que pode
ter ocorrido por influéncia do surfactante utilizado na nanoemulséo.

As SFE foram mais eficazes nos testes por difusdo, a formacdo dos
halos ficaram préximas ou maiores dos halos formados pelo controle
positivo (pos-dipping comercial), principalmente nas concentracGes de 2
e 3% de Oleo de canela e 6leo de orégano contra S. aureus, E. coli e C.
albicans. Ja nos resultados dos testes de concentracdo inibitéria minima
(CIM) adaptado em placas, tanto as SFE como as SFN mostraram
excelente eficiéncia nas concentrages de 6leo acima de 1%, inibindo
completamente o crescimento de todos os microrganismos. Os melhores
resultados antimicrobianos contra todos os microrganismos foram
utilizando as formulagGes contendo 0,3% de 6leo de orégano, tanto para
as SFE como para as SFN. Estes resultados indicam que as solucGes
formadoras de filme contendo 6leos esséncias preparadas neste trabalho
tem potencial aplicagdo no tratamento da mastite bovina.

Palavras-chave: Mastite bovina; solucdo filmogénica; 6leo essencial;
atividade antimicrobiana.






ABSTRACT

Bovine mastitis is a disease responsible for causing large economic
losses to the dairy industry. It is caused by microorganisms after contact
with the ceiling canal, causing mammary gland inflammation. Ceilings
disinfection is the most common practice to reduce the incidence of this
disease. Post-dipping solutions form a protective barrier in the roof that
prevents the growth of these pathogenic microorganisms, but these
solutions may negatively affect animal health or milk quality. In this
work, filmogenic solutions based on xanthan gum incorporated with
clove essential oil (Eugenia caryophyllata), cinnamon (Cinnamomum
cassia) and oregano (Origanum vulgare) were produced and then
evaluated around the antimicrobial activity against three species bovine
mastitis-causing microorganisms, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli and Candida albicans. The filmogenic solutions were prepared with
different concentrations (0.1, 0.3, 0.5, 1, 2 and 3%) of the essential oils
using two different methodologies, one of low energy in which an
emulsion (FSE) was obtained by mechanical agitation, and a high
energy obtaining a nanoemulsion (FSN) by ultrasound. The
antimicrobial tests were evaluated by agar diffusion and, in this test, the
results were better for the SFE than for the SFN, which may be related
to the presence of surfactant to stabilize the nanoemulsion. The halos
formation was similar or greater than the halos formed by the positive
control (commercial post-dipping), mainly at concentrations of 2 and
3% of cinnamon oil and oregano oil against S. aureus, E. coli and C.
albicans. The results of the minimum inhibitory (MIC) concentration
tests (adapted methodology to plates), both FSE and FSN showed
excellent efficiency at oil concentrations above 1%, inhibiting
completely the growth of all microorganisms. The best antimicrobial
results against all microorganisms were using formulations containing
0.3% of oregano oil, for both FSE and FSN. These results showed that
the xanthan gum film forming solutions incorporated essential oils had
promisor application in mastitis prevention.

Key words: Bovine mastitis; film-forming solution; Essential oil;
antimicrobian activity
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1 INTRODUCAO

A mastite € uma das doencas mais freqlientes e com grande
impacto econdmico no setor de laticinios, havendo perdas na produgédo
de leite, abates e medicina veterinaria. A mastite é definida como uma
inflamacdo da glandula maméria causada por diversas espécies de
microrganismos (ABEBE et al., 2016).

A mastite pode ser classificada como clinica ou subclinica,
dependendo de como a doencga se manifesta. Na mastite clinica os sinais
sdo visiveis e sdo caracterizadas por apresentarem inchago e
vermelhiddo no Ubere, enquanto na subclinica os sintomas ndo sao
visiveis, sendo sua identificacdo observada através de alteracdes na
composicdo do leite. Ainda pode ser dividida em mastite ambiental ou
contagiosa segundo a forma de contaminacdo do microrganismo
(RADOSTITS et al., 2014).

Existem diversos métodos de tratamento e prevencao para reduzir
0S prejuizos ocasionados por essa doenca, e 0s antibidticos sdo as
substancias mais utilizadas para o tratamento. Contudo, a eficiéncia
deste é considerada, geralmente, insuficiente e varia de acordo com os
microrganismos envolvidos no processo inflamatério. Além disso, o uso
excessivo de antibidticos pode levar ao surgimento de cepas resistentes,
e ainda pode haver residuos no leite se tornando uma grande
preocupacdo para 0s consumidores e as industrias (DINGWELL et al.,
2003; WHITE; McDERMOTT, 2001).

A higiene é a principal medida para prevenir e controlar a
mastite, sendo a desinfec¢do dos tetos 0 método mais utilizado devido a
sua alta eficiéncia. Diversas solugGes sdo utilizadas para cobrir o teto de
maneira a formar uma barreira protetora que inibe o crescimento dos
microrganismos (NMC, 1996). Os desinfetantes de tetos, conhecidos
comercialmente como “pds-dipping”, possuem em sua COMpPOSICao
substancias como a clorexidina, iodo, peréxido de hidrogénio, acido
latico, hipoclorito de sédio e triclosan, substancias responsaveis pela
atividade antimicrobiana. Porém, estas substancias podem impactar na
qualidade dos laticinios e na salde do animal, causando irritacdo e
ressecamento dos tetos, impacto na microbiota anfibidntica animal e
aumento da resisténcia antimicrobiana, podendo ainda gerar residuos no
leite (WU et al, 2016; GUO; IWATA, 2017; LI et al., 2014;
MARGATHO; PEDRINI; CURCI, 2014; FITZPATRICK; GARVEY;
GLEESON, 2018).

Diante disso, 0s 6leos essenciais vém sendo investigados como
produtos naturais e alternativos na prevencdo da mastite, ja que sao
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substancias consideradas geralmente seguras de acordo com a Food and
Drug Administration (FDA, 2017) dos Estados Unidos. Os o6leos
essenciais apresentam em sua composicdo compostos biologicamente
ativos com propriedades antimicrobianas (AMATISTE et al., 2014;
HAMEDI; RAZAVI-ROHANI; GANDOMI, 2014; YOUSEFI ASLI et
al., 2017). Oleos essenciais de canela, cravo e orégano tém ganhado
atencdo, visto a sua elevada atividade antimicrobiana contra uma ampla
variedade de microrganismos (YILDIRIM; OZTOP; SOYER, 2017
MULLA et al., 2017; HEREDIA-GUERRERO et al., 2018; ZHOU et
al., 2018; HUANG et al., 2017), que pode ser justificada pela presenca
de compostos bioativos em sua composicdo, como cinamaldeido,
eugenol e carvacrol (BURT, 2004; SANTURIO et al, 2011,
RADAELLI et al., 2016).

Matrizes poliméricas biodegradaveis sdo utilizadas para
incorporar 0s 6leos essenciais na formulagdo de produtos, como a goma
xantana. As propriedades toxicoldgicas e de seguranca da goma xantana
para aplicacfes alimenticias e farmacéuticas tém sido extensivamente
pesquisadas, devido as suas propriedades como agente de controle
reoldgico em solugdes aquosas, como agente dispersante, e estabilizador
de emulsdes e suspensdes (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

No entanto, pesquisas referentes a aplicagdo de 6leos essenciais
relacionados a mastite bovina ainda sdo escassas principalmente se
tratando de sua incorporacdo em solugdes filmogénicas, possibilitanto
entdo a producdo de filmes com propriedades antimicrobianas. Isto
desperta o interesse de investigar possiveis formulagdes contendo goma
xantana, glicerina, agua e diferentes concentracdoes de 6leo e, entdo,
analisar sua atividade antimicrobiana frente a alguns microrganismos
responsaveis pela mastite bovina, almejando uma futura aplicagdo como
desinfetante pés-dipping.



25

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Produzir solugdes filmogénica a base de goma xantana e
glicerina, incorporado com os 0leos essenciais de cravo, canela e
orégano e avaliar sua atividade antimicrobiana in vitro contra espécies
de microrganismos causadores da mastite bovina.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar a composicdo da formulacdo base da solugdo
filmogénica por meio da viscosidade de um produto de
referéncia;

e Auvaliar a dispersdo dos 6leos essenciais quanto ao didmetro nas
solucdes filmogénicas e estabilidade coloidal;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana in vitro das solugdes
filmogénicas no controle de cepas padrfes de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans, espécies de
bactérias e levedura relacionadas a mastite bovina;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MASTITE BOVINA

A mastite bovina é uma doenca multifatorial e complexa,
resultante da interagdo entre vacas, microrganismos e 0 meio ambiente
(RADOSTITS et al., 2014). E definida como uma inflamagio da
glandula mamaria (Gbere) causada por células de defesa do organismo
do animal na tentativa de eliminar microrganismos patogénicos
(AITKEN; CORL; SORDILLO, 2011). Para a industria de laticinios €
considerada a doenga mais grave em termos de perda econdmica
(CONSTABLE et al., 2017).

Geralmente a inflamacdo do Ubere é causada pela entrada dos
microrganismos no canal do teto. Os microrganismos se multiplicam e
produzem toxinas que causam lesdes no tecido secretor do leite,
causando irritantes traumas fisicos e quimicos, afetando diretamente a
producdo do leite tanto em quantidade como em qualidade, ocasionando
mudancgas fisicas, quimicas e organolépticas (KULKARNI; KALIWAL,
2013). Depois de infectado o Ubere, as células de defesa ddo inicio ao
processo inflamatério para a eliminacdo dos microrganismos
patogénicos com a finalidade de reparar o tecido danificado para que a
glandula mamaria retorne a sua funcdo (BELOTI, 2014).

De acordo com Radostitis et. al. (2014), o desenvolvimento da
mastite pode se dividir em trés fases: invasdo, onde ocorre a penetragdo
do microrganismo pelo canal do teto; infec¢do, os microrganismos se
multiplicam colonizando o tecido secretor da glandula mamaria; e
inflamac&o, que representa o inicio da mastite, com diferentes graus de
alteragdes do Ubere e do leite.

A mastite pode ser dividida em dois grupos, quanto a sua forma
de manifestacdo: a mastite clinica e a mastite subclinica. Chama-se
mastite clinica os casos da doenga em que 0s sinais sao visiveis, tais
como inchago do quarto infectado, aumento da temperatura, flocos ou
coagulos no leite, pus ou qualquer alteracdo das caracteristicas do leite
(SCHROEDER, 2012). Na mastite subclinica ndo h& nenhum sinal
visivel da doenca. E caracterizada por alteracdes na composicao do leite,
tais como aumento na contagem de células somaticas, aumento nos
teores de cloro (CI), sddio (Na*) e proteinas séricas, e diminuicdo nos
teores de caseinas, lactose e gordura do leite (FONSECA; SANTOS,
2001).

A doenga ¢ diagnosticada de acordo com 0 aumento da contagem
de células somaticas (CCS) através de testes auxiliares. O California
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Mastitis Test (CMT) é o teste mais barato, rapido e confidvel para
deteccdo da mastite subclinica e pode ser realizado pelos proprios
produtores de leite (CONSTABLE et al., 2017). Neste teste o reagente
do CMT (detergente anibnico neutro e um indicador de pH) é
adicionado a uma amostra de leite, no qual rompe a membrana celular
das células somaticas liberando o material nucléico (DNA). O material
nucléico possui alta viscosidade, sendo assim a viscosidade se torna o
indicativo da quantidade de células na amostra. O resultado do teste é
avaliado em funcdo do grau de gelatinizacdo expressos em 5 escores, 0S
quais estimam a contagem de células somaticas da amostra, conforme a
Tabela 1 (SANTOS, 2013).

Tabela 1 - Relagéo entre a viscosidade, o escore e a contagem de células
somaéticas do teste CMT.

Viscosidade Escore CCS
Ausente 0 100.000
Leve Tracos 300.000
+ Leve/moderada 900.000
++ Moderada 2.700.000
+++ Intensa 8.100.000

Fonte: Adaptado de Santos (2013).

As células somaticas consistem principalmente em leucdcitos, na
sua maior parte os neutrofilos e algumas células epiteliais. A contagem
de células somaticas € influenciada por diversos fatores, mas
principalmente por infeccBes intramamarias, tornando-se um indicador
bastante confidvel no diagnéstico da mastite subclinica possibilitando
medir o nivel de infeccdo na glandula maméria do animal (MULLER,
2002).

Geralmente o leite ndo infectado contém abaixo de 200.000
células somaticas/mL. Se a contagem de células somaticas estiver acima
de 300.000, algo esta errado e isto pode indicar inflamacédo do Ubere. Ha
uma infinidade de estudos indicando que o leite da vaca tem um nivel
natural entre 100.000 a 150.000 células somaticas/mL e a contagem de
células somaticas muito altas indicam alteracGes na producédo do leite
(HILLERTONS, 1999).

A mastite subclinica é a causadora dos maiores prejuizos na
producdo leiteira. Estima-se que, para cada vaca com mastite clinica,
existam até nove, ou mais, com mastite subclinica (SPINOSA;
GORNIAK; BERNARDI; 2011).
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Figura 1 - Representacdo esquemaética da prevaléncia de mastite clinica e
subclinica em um rebanho de bovinos leiteiros.
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Fonte: Fonseca; Santos (2007).

Existe ainda outra divisdo conceitual em termos da mastite,
referindo-se ao tipo de agente causador, que pode ser ambiental ou
contagioso. Dessa forma, a mastite é dividida em dois grandes grupos
guanto ao tipo de agente patogénico causador: mastite contagiosa e
mastite ambiental.

A mastite contagiosa caracteriza-se por apresentar baixa
incidéncia de casos clinicos e alta incidéncia de casos subclinicos,
geralmente de longa duracéo ou cronicos e apresentando alta contagem
de células somaticas. Esse tipo de mastite é causada por patdgenos cujo
habitat preferencial é o interior da glandula mamaria e a superficie da
pele dos tetos. O método predominante de transmissdo de uma vaca para
outra é pelo emprego de toalhas contaminadas para enxugar o Ubere,
presenca de leite residual nas ordenhadeiras e equipamentos de ordenha
inadequados (RADOSTITS et al., 2014). A mastite ambiental é causada
por agentes que vivem preferencialmente no habitat das vacas, em locais
que apresentam esterco, urina, barro e camas orgénicas. Esse tipo de
mastite caracteriza-se por alta incidéncia de casos clinicos, geralmente
de curta durago, frequentemente com manifestacdo aguda. Ao contrario
da mastite contagiosa, nesse caso, a maioria das novas infeccdes ocorre
durante o periodo entre as ordenhas, embora também haja ocorréncia de
novos casos durante a ordenha (FONSECA; SANTOS, 2001).

N&do ha diferencas marcadas na suscetibilidade a mastite. No
entanto, a doenca é mais frequente nas vacas de maior producdo, nas
mais velhas (7 a 9 anos) e nas que estdo no inicio ou no final da lactacéo
(CORDOVA, 2012).
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A mastite € uma condigéo patolégica dificilmente entendida, pois
apresenta caracteristicas multifatoriais, ou seja, ha muitas variaveis que
influenciam a ocorréncia da mastite, como fatores ambientais, genéticos
e problemas de manejo. E muito dificil generalizar a real importancia de
cada variavel relacionada, porque certos fatores afetam determinados
microrganismos (FONSECA; SANTOS, 2001).

Nos Ultimos anos o Brasil vem enfrentando um aumento da
prevaléncia de mastite bovina, o que esta impactando a economia. Entre
0 periodo de 2006 a 2016 foi obtido informaces de quase 44 mil
produtores de leite, localizados no estado de SP, MG, ES, RJ, BA, CE,
GO, MS, e PR.

Figura 2 - Média da CCS dos produtores no Brasil no periodo de 2006 a 2016.
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Fonte: Adaptado de Cassoli (2016).

Conforme a Figura 2 pode-se observar que existe uma forte
tendéncia do aumento da CCS. A média anual da CCS é de 351 a 400
mil CCS/mL, indicando um alto indice de prevaléncia da mastite no qual
afeta diretamente o setor de laticinios. Estes dados mostram que nos
Gltimos 10 anos o Brasil ndo avangou no controle da doenca, apesar dos
diversos controles de mastite disponiveis. Dessa forma a mastite, € um
dos maiores desafios que o Brasil tera pela frente.

2.2 ETIOLOGIA DA MASTITE

A mastite bovina é causada por muitos agentes infecciosos
diferentes, Watts (1988) identificou 137 espécies e subespécies de
microrganismos que podem estar presentes na glandula mamaria de
vacas leiteiras. Muitos deles fazem parte da microbiota anfibidntica,
porém outros podem causar infeccdes.
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Na bibliografia cientifica ha registrado mais de 200
microrganismos diferentes como causadores da mastite bovina
(BLOWEY; EDMONDSON, 1995). Os agentes infecciosos séo
classificados em dois grandes grupos: os agentes contagiosos, que se
disseminam de um quarto infectado para outro quarto ou vaca, e 0s
agentes ambientais, geralmente presentes no meio ambiente da vaca e
que a partir dessa fonte alcancam o teto (RADOSTITS et al., 2014).

Os principais patdégenos na etiologia da mastite sdo o
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Corynebacterium bovis e Mycoplasma bovis, sendo esses
0s agentes contagiosos. Os principais agentes ambientais sdo a
Escherichia coli, Streptococcus uberis, Citrobacter, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Prototheca, Nocardia e Candida albicans (BLOWEY; EDMONDSON,
1995; RIET-CORREA et al., 2001; CONSTABLE et al., 2017).

2.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo cocos Gram-positivos, catalase
positivos e coagulase positivos. Sdo considerados como o0s causadores
mais frequentes da mastite bovina na maioria dos paises (GILLESPIE et
al., 2009). Geralmente é um dos patégenos mais isolados no leite, com
cerca de 3% das vacas leiteras em todo o mundo infectadas
(SCHUKKEN et al., 2009), apresentando nas vacas contaminadas a
contagem de células sométicas muito altas (BLOWEY; EDMONDSON,
1995).

Em rebanhos com baixa CCS, a prevaléncia da infec¢do varia de
1-10%. Em rebanhos, com alta CCS, até 50% das vacas podem estar
infectadas pelo S. aureus, com taxas de infec¢do dos quartos variando
em 10-25%. A prevaléncia do S. aureus em novilhas no momento do
parto pode variar em 5-15% (CONSTABLE et al., 2017).

Ainda que os S. aureus possam sobreviver semanas no ambiente
(QUINN et al., 2005), acredita-se que a maioria das transmissdes entre
as vacas ocorra no momento da ordenha, através do contato das
glandulas com as méos do ordenhador e ordenhadeiras contaminadas
(RADOSTITS et al., 2014).

O microrganismo é capaz de colonizar a pele e o canal do teto, e
isso provavelmente predispbe & infeccdo intramamaria. Entretanto, a
glandula mamaria é o principal reservatorio e fonte de infeccdo do
microrganismo (QUINN et al., 2005). Embora os S. aureus possam-se
multiplicar na superficie da pele e, a partir desse local, funcionar como
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fonte de infecgdo para o Ubere, as lesdes cutaneas do teto geralmente sdo
infectadas a partir do Ubere, e a pele do teto € uma das fontes menos
comuns de infeccdo (RADOSTITS et al., 2014). Dessa forma, grande
parte das infeccBes é provavelmente enddgena, isto é, provocada por
uma cepa residente no interior do Ubere (HIRSH; ZEE, 2003).

A infeccdo por S. aureus frequentemente resulta em doenca
cronica, subclinica, altamente contagiosa e dificil ou impossivel de
tratar, com taxas de cura inferiores a 25% (RAINARD, 2005), devido ao
alto nivel de resisténcia aos antimicrobianos (FREY et al., 2013).

2.2.2 Streptococcus agalactiae

Sdo cocos Gram-positivos, catalase negativo, coagulase negativo,
considerado um importante patdgeno contagioso nos casos da mastite
bovina (BLOWEY; EDMONDSON, 1995). S. agalactiae é um
microrganismo comumente encontrado como membro da microbiota
anfibibntica da glandula mamaria bovina. Esse agente é frequentemente
encontrado no leite e na superficie do canal do teto, ndo invadindo o
tecido (RIET-CORREA et al., 2001).

O principal reservatério e fonte de infeccdo é o Ubere (KEEFE,
1997), embora, quando a higiene é deficiente, a contaminacdo a partir do
ambiente possa funcionar como fonte adicional (RADOSTITS et al.,
2014). Acredita-se que o S. agalactiae penetra no canal do teto mais
comumente por meio das ordenhadeiras mecénicas, maos do ordenhador
e toalhas para secar o Ubere (CONSTABLE et al., 2017).

S. agalactiae é capaz de causar mastite clinica e subclinica com
alta CCS, o que pode ter um impacto financeiro substancial sobre os
produtores de leite, devido a seus efeitos na qualidade e quantidade do
leite (KEEFE, 2012).

As maiorias dos antibi6ticos sdo eficazes contra S. agalactiae, o
que facilita o tratamento das infecgdes (BLOWEY; EDMONDSON,
1995). Assim, a prevaléncia de mastite causada por S. agalactiae pode
ser reduzida com sucesso com um programa de tratamento com agentes
antimicrobianos e manejo adequado do rebanho para limitar a incidéncia
de novas infeccbes (EDMONDSON, 2011).

A prevaléncia de rebanhos infectados com S. agalactiae varia em
todo o0 mundo. Embora alguns paises aparentemente tenham conseguido
quase erradicar o patégeno (BRADLEY et al., 2007; PIEPERS et al.,
2007), outros, como Egito, Brasil e Noruega ainda relatam prevaléncias
de rebanho de 20, 7 e 6,4% respectivamente (OLIVEIRA et al., 2015;
ELHAIG; SELIM, 2015; HOLMOY et al.,, 2018). No sudeste da
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Australia, Penry et al. (2014) relatou que o S. agalactiae esta presente
em 1 a 6% dos rebanhos, sendo considerado um importante patdégeno.

2.2.3 Mycoplasma bovis

Embora vérias espécies de Mycoplasma tenham sido isoladas a
partir de surtos de mastite bovina, Mycoplasma bovis é a espécie mais
comumente encontrada em grandes rebanhos leiteiros (QUINN et al.,
2005), causando surtos de mastite em todo o mundo (FOX, 2012). As
mastites causadas por esse agente sdo altamente contagiosas e podem ser
clinicamente severas. Geralmente acometem mais de um quarto e a CCS
€ muito alta, podendo atingir mais de 20 milhdes de células por mL de
leite (RIET-CORREA et al, 2001; NICHOLAS; FOX;
LYSNYANSKY, 2016).

Mycoplasma bovis é geralmente classificado como um
microrganismo contagioso da mastite (USDA; APHIS, 2008;
ROYSTER; WAGNER, 2015), geralmente causa mastite clinica ou
subclinica leve, que pode evoluir para mastite cronica, sendo que surtos
clinicos graves também podem se desenvolver (POTHMANN et al.,
2015; RUEGG; ERSKINE, 2015).

A entrada da doenca num rebanho geralmente ocorre em
decorréncia da compra e da introdugdo de animais sem a realizacdo de
quarentena (RADOSTITS et al., 2014). A transmissdo entre animais
ocorre principalmente na época da ordenha (RUEGG, 2012) ou através
de tratamentos em massa da mastite utilizando a mesma seringa ou
canula mamaria para mais de um animal (CONSTABLE et al., 2017).
As superficies mucosas dos olhos, cavidades nasais, orelhas e vagina
dos animais sdo os locais de colonizacdo de Mycoplasma em gado
leiteiro (FOX; KIRK; BRITTEN, 2005) e pode estar associado a mastite
(BIDDLE et al., 2005).

A mastite por Mycoplasma é considerada intratdvel devido &
auséncia de antibidticos eficazes ou vacinas aprovadas para profilaxia da
infeccdo mamaria por M. bovis (NICHOLAS; AYLING, 2003). A
estratégia de controle é evitar a entrada de vacas infectadas no rebanho
ou abater as vacas infectadas. Porém, isso resulta em custos
significativos de reposi¢do de animais para o produtor (FOX; KIRK;
BRITTEN, 2005; ROYSTER; WAGNER, 2015; NICHOLAS; FOX;
LYNSNYANSKY, 2016).

A doenca é registrada em diversos paises, em Israel, por exemplo,
M. bovis é visto como um patdgeno emergente. Lysnyansky et al. (2016)
registrou infecges por M. bovis no periodo de 2004-2014, no ano de
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2004-2007 as infeccbes foram relativamente baixas (0-0,68%), mas
aumentaram para 3,77% em 2008 e variaram de 0,77 a 2,77% durante 0s
anos de 2009 a 2014. A prevaléncia de mastite por Mycoplasma pode
ser afetada também em paises europeus, com base em amostragem do
leite dos tanques de resfriamento, com relatos de 1,5% na Bélgica
(PASSCHYN et al., 2012).

2.2.4 Escherichia coli

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo, € um dos principais
agentes da mastite bovina em todo o mundo, sendo um importante
patégeno causador da mastite ambiental (BRADLEY; GREEN, 2000a;
LONGO et al., 2001; SHPIGEL et al., 1998). Seu controle é mais dificil
gue o da mastite contagiosa, uma vez que depende de medidas estritas
de higiene. E. coli, ao invadir a glandula mamaria, pode se multiplicar
muito rapido, levando a lise bacteriana e liberacdo de endotoxina, que é
extremamente toxico ao animal (RIET-CORREA et al., 2001).

A fonte comum de E. coli sdo as fezes dos animais, que podem
contaminar o perinio e o Ubere de modo direto ou indireto através da
cama, boxes de paricdo, solo, agua, ordenhadeira mecanica, esponjas e
toalhas do Ubere e méos dos ordenhadores (RADOSTITS et al., 2014).
Uma das causas mais frequentes da mastite bovina por este
microrganismo esta tipicamente associada a mastite aguda clinica. No
entanto, os sintomas clinicos variam amplamente de leves a agudos
(DOPFER et al., 1999; BRADLEY, 2002), podendo também ocorrer
infeccdes subclinicas e cronicas (BRADLEY; GREEN, 2000).

A mastite bovina causada por E. coli é frequentemente
caracterizada por uma infeccdo rapida e é geralmente eliminada
espontaneamente (BURVENICH et al., 2003). No entanto, a infeccdo
causada por E. coli pode ser grave, causando dano tecidual significativo
a glandula maméria (WENZ et al., 2001). Em alguns casos, ocorre a
persisténcia do microrganismo na glandula, indicando que alguns
isolados de E. coli adaptam-se ao hospedeiro (LEFEVRE et al., 2010).
Em um estudo com 300 rebanhos holandeses, cerca de 5% de todos os
episodios de mastite clinica de E. coli foram causados por infeccOes
intramamarias persistentes (DOPFER et al., 1999). Da mesma forma,
um estudo realizado no Reino Unido demonstrou que 20,5% de todos os
casos de mastite clinica associados & E. coli surgiram em quartos
persistentemente infectados (BRADLEY; GREEN, 2001).

Devido a existéncia onipresente, facil transmissdo e
caracteristicas de resisténcia as drogas, infecgdes por E. coli sdo em
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geral dificeis de serem tratadas (OLDE RIEKERINK et al., 2010;
STEENEVELD et al., 2011; SAINI et al., 2012; DAHMEN et al.,
2013).

Para uma implementacdo bem-sucedida de um programa clinico
de controle da mastite por E. coli, é importante identificar o patégeno e
fazer os testes de sensibilidade aos antimicrobianos, para a escolha de do
melhor tratamento antimicrobiano em casos de infecc¢do (LINDEMAN
etal., 2013).

2.2.5 Streptococcus uberis

Streptococcus uberis sdo cocos Gram-positivo que correspondem
a um microrganismo ambiental associado a mastite (BLOWEY;
EDMONDSON, 1995). Infec¢des intramamarias bovinas causadas por
S. uberis podem progredir com sintomas clinicos ou subclinicos e,
muitas vezes, a infeccdo aguda leva a infecges cronicas, que podem
persistir na glandula mamaria infectada por mais de uma lactacdo
(OLIVER, 1998). A incidéncia é maior durante o primeiro més de
lactacdo ou no fim do periodo de secagem (RADOSTITS et al., 2014).

Em muitas partes do mundo, sua incidéncia aumentou durante as
Gltimas décadas, conforme revisado por Ruegg (2012). Um estudo
envolvendo microrganismos causadores de mastite na industria de
lacteos do sudeste da Australia reportou que 33% das amostras clinicas
de mastite submetidas & cultura foram positivas para S. uberis
(CHARMAN et al., 2012).

Este microrganismo é onipresente no ambiente da vaca, e,
consequentemente, a glandula mamaéria permanece continuamente
exposta a bactéria, sendo a principal fonte de contaminacgao as camas de
palha, onde ocorre a transmissdo a partir dos tetos de um animal ao
outro. Porém, a contaminacdo pode ocorrer também durante o processo
de ordenha (RADOSTITS et al., 2014).

Atualmente, os antibidticos intramamarios sdo amplamente
utilizados para controlar a mastite associada ao S. uberis. No entanto, o
tratamento ndo é sempre bem-sucedido, sendo necessario abater 0s
animais cronicamente infectados (McDOUGALL et al., 2004; COFFEY
et al., 2006).

Apesar do grave impacto econdmico causado pela mastite por S.
uberis, os fatores criticos de viruléncia responsaveis pela colonizagdo
bacteriana das glandulas mamarias e subsequente patogénese da mastite
ndo sdo bem compreendidos, mostrando um grande obstaculo para o
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desenvolvimento de medidas efetivas de controle e prevengdo (DEGO et
al., 2018).

2.2.6 Candida albicans

Entre as diversas espécies do género Candida, a Candida albicans
é a espécie mais frequente em doenca animal (QUINN et al., 2005). E
citada como a levedura prevalente nos casos de mastite micdtica (RIET-
CORREA et al.,, 2001). A maior parte das doencas provocadas por
Candida surge de uma fonte enddgena, isto €, sdo causadas por uma
cepa comensal. O Ubere bovino torna-se infectado por meio do canal do
teto quando se administra medica¢do, durante a ordenha, por
disseminacdo de um animal para outro ou a partir do ambiente (HIRSH,;
ZEE, 2003).

A mastite mic6tica pode ser classificada como primaria ou
secundaria. A primaria ocorre sob a forma subclinica e de forma
espontanea, geralmente identificada nas primeiras semanas de lactacdo.
A secundéria ocorre em estado clinico detectavel, é a forma mais
encontrada e se desenvolve apds a administracdo de farmacos para o
tratamento ou preven¢do da mastite (SPANAMBERG et al., 2009).

A incidéncia de mastite causada por C. albicans geralmente é
baixa, mas tem sido relatado um aumento nos Gltimos anos em alguns
paises. Em um estudo realizado no Brasil por Sartori et al. (2014) foram
isolados 12,8% de C. albicans em 428 amostras de leite coletadas nos
estados de S&o Paulo, Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Ja no
México, nos estados de Querétaro, Hidalgo, Puebla e Cidade do México,
Zaragoza et al. (2011) identificou 3,8% de C. albicans em 282 amostras
de leite.

O tratamento com antibidticos é totalmente ineficaz, uma vez que
as leveduras e fungos ndo respondem aos antibidticos (BLOWEY;
EDMONDSON, 1995). Portanto a maneira mais eficiente sdo as boas
praticas de higienizacdo.

2.3 IMPACTO ECONOMICO DA MASTITE BOVINA

Embora as mastites ocorram esporadicamente em todas as
espécies, elas assumem maior importancia econébmica no gado de leite,
sendo considerada uma das doencas mais caras para as industrias de
laticinios (RADOSTITS et al., 2014).

Os custos da mastite para a industria de laticinios incluem os
custos do tratamento (medicamentos e veterinario), o leite descartado de
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vacas com mastite clinica ou tratadas, programa de controle, fatalidades,
a diminuicdo da producdo e qualidade do leite, aumento do abate,
reposicdo das vacas, secagem prematura, aspectos de bem-estar animal e
outros problemas de salde associados (BLOWEY; EDMONDSON,
1995; HALASA et al., 2007; WILSON et al., 2004).

Os calculos econdmicos variam entre paises e até mesmo entre
regides dentro de um pais. Além disso, os resultados desses calculos
mudam com o tempo devido as mudangas na regulamentacdo da
gualidade do leite e mudancas nas circunstancias do mercado
(ALLORE; ERB, 1998; OSTERAS et al., 2005). Fonseca e Santos
(2007) afirmam que em casos de mastite clinica o custo situa-se entre
US$ 46 e 142, com média de US$ 107 por caso (Figura 3).

Figura 3 - Custo médio de um caso de mastite clinica (US$ 107).
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Fonte: Fonseca; Santos (2007).

Nos Estados Unidos, por exemplo, a perda econémica da mastite
é estimada em cerca de US$ 185/vaca anualmente. Se assumirmos o
mesmo preco do leite e esse valor for multiplicado pelo nimero total de
vacas leiteiras (9,5 milhdes de cabecas), o custo anual total da mastite é
de cerca de US$ 1,8 bilh&o. Isto representa aproximadamente 10% do
valor total das vendas de leite da fazenda, e cerca de dois tercos dessa
perda se deve a reducdo na producgdo de leite em vacas subclinicamente
infectadas (CONSTABLE et al., 2017; SCHROEDER, 2012).

Um estudo feito na Suécia avaliou a perda econémica associada a
mastite clinica e subclinica. O custo anual de mastite, assumindo que a
incidéncia inicial (32 e 33 casos de mastite clinica e subclinica por 100
bovinos, respectivamente) poderia ser reduzida em 50%, foi estimado
em 8.095 €. Este valor correspondeu a 5% do custo retorno liquido para
o rebanho, dada & incidéncia inicial de mastite. Expresso em média por
vaca/ano, o custo evitavel da mastite foi estimado em 54 € (NIELSEN,
2009). Ja na Franca, um estudo envolvendo 197 rebanhos apresentou um
custo médio de 78 € por vaca/ano (FOURICHON et al., 2001).
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Dessa forma compreendendo o0s impactos econémicos,
especialmente os custos indiretos de longo prazo, ficara mais facil a
escolha em relacéo ao controle da mastite.

2.4 EFEITOS NA PRODUCAO DO LEITE, COMPOSICAO E
QUALIDADE

A mastite bovina reduz a capacidade de producdo e qualidade do
leite. Nos casos subclinicos a doenga ndo apresenta sintomas, porém €
observado alteragGes na composicdo do leite na qual afeta a qualidade
do processamento de derivados (VIVAR-QUINTANA; DE LA MANO;
REVILLA, 2006; SHARIF, MUHAMMAD, 2009), o grau dessas
alteracGes depende do agente infeccioso, da gravidade e duracdo da
infeccdo. J& do ponto de vista clinico as alteracBes do leite sdo mais
evidente, apresetando sintomas como inchago e vermelhiddo, além
disso, é observado presenca de grumos, pus, sangue e alteracGes na
composic¢do do leite (RIET-CORREA et al., 2001).

De forma geral, as mudangas na composicdo do leite envolvem
um aumento dos componentes sanguineos presentes no leite e uma
diminuigdo dos constituintes normais do leite. Na Tabela 2 mostra o
efeito da mastite subclinica (isto é, a alta contagem de células somaticas)
em relagdo a varios nutrientes do leite.

Tabela 2 - Efeito da mastite bovina em relagdo aos componentes do leite.

Componentes Efeito da mastite subclinica
Proteina total Ligeiramente diminuida
Caseina Diminui entre 6-18%
Lactose Diminui entre 5-20%
Sélidos sem gordura Diminui em média 8%
Gordura Diminui entre 4-12%
Célcio Diminui

Fosforo Diminui

Potéssio Diminui

Estabilidade e qualidade da conservagdo  Diminui

Sabor Desagradavel

Plasmina (degrada a caseina) Aumenta

Lipase (degrada a gordura) Aumenta
Imunoglobulinas Aumenta

Sdédio Aumenta

Fonte: Blowey; Edmondson (1995).
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A diminuicdo da caseina é de grande importancia para 0s
fabricantes de produtos derivados do leite, principalmente para os que
fabricam queijo ja que reduz o rendimento da produgdo. As mudangas
no nivel de gordura e da lactose sdo de grande importancia econémica ja
gue constitui a base do preco do leite. A mastite também produz niveis
altos da enzima lipase e plasmina que degradam a gordura e caseina
tendo um efeito na qualidade de conservacdo do leite (BLOWEY;
EDMONDSON, 1995).

Ha diversos estudos que demonstrando que essas alteragdes estdo
diretamente ligadas a um leite de qualidade. Sendo assim, estes
elementos sdo de grande importancia para os produtores manterem a
qualidade (BANSAL et al., 2005; BATAVANI; ASRI; NAEBZADEH,
2007; ALEMU et al., 2013).

2.5 PREVENGCAO, CONTROLE E TRATAMENTO

As principais medidas para prevenir e controlar a mastite inclui as
boas praticas de higiene, controle dos equipamentos de ordenha,
desinfeccdo do teto antes e apds ordenha, vacinas, gerenciamento do
rebanho e abate de animais cronicamente infectados (McDOUGALL et
al., 2009; DUFOUR et al., 2012; DE VLIEGHER et al., 2012.

O primeiro passo para a prevencao ¢ reduzir a exposicao do teto e
seu orificio as bactérias patogénicas através da higiene (RIET-CORREA
et al., 2001). A limpeza do teto é muito importante no controle da
mastite, 0s tetos devem ser limpos com agua ou antissépticos, e secos
antes da ordenha. As maos do ordenhador também devem ser limpas
para ndo ser um veiculo de contagio para outras vacas (NMC, 2018). Do
mesmo modo é preciso tomar cuidado com os equipamentos de ordenha,
pois o deslizamento do equipamento, niveis incorretos de vacuo e a ma
higienizagdo da ordenhadeira sdo fatores para a infeccdo ser transmitida
(SWENSON; REECE, 1999).

A imersdo dos tetos, “teat dipping”, ap6s a ordenha é a medida
mais empregada no controle da mastite contagiosa. Os pds-dipping,
como sdo chamados os produtos, sdo uma solucdo antisséptica que
elimina as bactérias resultantes no ato da ordenha e previne a
contaminagdo por um periodo de tempo limitado entre as ordenhas
(QUINN et al., 2005; RADOSTITS et al., 2014).

O aumento da resposta imunoldgica pela vacinacdo é uma
proposta atraente, sendo que muitas pesquisas foram feitas com a
esperanca de formular uma vacina que tivesse a capacidade de reduzir a
incidéncia de mastite (SANKAR, 2016).
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Mas poucas vacinas demonstraram resultados satisfatérios,
devido que uma Unica vacina ndo previne a mastite causada pela grande
quantidade de patégenos e seus diferentes mecanismos de patogénese
(SANKAR, 2016). Dessa forma é preciso mais pesquisas e avaliacdo
antes que a vacina possa ser usada como uma ferramenta confidvel
contra a mastite.

Nos casos mais graves da mastite, quando a doenca ja esta num
estado mais evoluido, o uso de antibidticos (como penicilinas naturais
ou sintéticas) € a principal estratégia proposta como uma forma simples
e eficaz para o tratamento (GOMES; HENRIQUEZ, 2016). Porém,
constitui grande preocupagdo quanto ha a presenca de residuos no leite
de consumo, uma vez que representam risco para a saude do consumidor
e interferem na producdo dos derivados, inviabilizando muitas vezes a
producdo destes e, consequentemente causando Sérios prejuizos
econdmicos (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI; 2011).

Apesar da eficiéncia ha os custos elevados de seu uso, como
também o surgimento de resisténcia e a falta de resposta do gado aos
antibiéticos que se tornam uma questdo critica. O uso excessivo e
indevido de antibi6ticos na mastite bovina pode representar um sério
problema relacionado com o surgimento de cepas resistentes (WHITE;
McDERMOTT, 2001).

Devido a esses inconvenientes, algumas alternativas vém
surgindo com objetivo de tratar a mastite sem uso de antiéticos, como o
uso de bacteriéfagos (BASDEW; LAING, 2014), nanoparticulas
(DEHKORDI; HOSSEINPOUR; KAHRIZANGI, 2011), citocinas
(SANKAR, 2016) e antimicrobianos derivados de plantas (ANANDA et
al., 2009) e animais (HAFEZ et al., 2013).

Ainda quando ha vacas em tratamento deve ser feito a
administragdo correta dos rebanhos deixando as vacas infectadas em
ultimo lugar para serem ordenhadas. Nos casos em que as técnicas de
eliminacéo dos microrganismos falham é recomendado abater o animal
para reduzir o foco de infeccdo (RIET-CORREA et al., 2001).

A prevencdo e o controle ndo sdo faceis, mas sdo possiveis
através de mudancas no manejo do rebanho. Em um programa de
controle da mastite & importante conhecer o nivel de infec¢do de um
rebanho, seja por quarto infectado com mastite subclinica ou indice de
mastite clinica, como também o0s agentes envolvidos nestas mastites
para aperfeicoar os atuais programas de prevencao.
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2.6 POS-DIPPING

A aplicacdo do pds-dipping nos tetos da vaca apés a ordenha é
um meio eficaz e amplamente praticado para reduzir a incidéncia da
mastite, sendo 0 método de prevencdo preferido. Ao imergir o teto na
solucdo é formada uma barreira protetora que veda o teto e reduz
efetivamente a ocorréncia de infeccdes até a proxima ordenha que pode
ser causada por uma variedade de microrganismos como, por exemplo, o
S. aureus, S. agalactiae e Coryne bacterium bovis (PANKEY et al.,
1984; NMC, 1996).

Um pos-dipping deve atender a diferentes requisitos para cumprir
0 seu proposito. Deve ter eficicia antimicrobiana comprovada, prevenir
novas infeccdes intramamarias, manter em Gtima condicdo a pele do
teto, pois uma pele saudavel é essencial para manter a defesa natural
contra infeccBes, se o0s tetos estiverem secos e rachados podem abrigar
microrganismos patogénicos causadores da mastite. Ndo deve ser toxico
e nem irritante a vaca ou ao usudrio e ndo deve deixar residuos no leite
gue possam afetar a saude humana (HOGAN et al., 1990; MEIN et al.,
2001; GODDEN et al., 2016; BLOWEY; EDMONDSON, 2010).

Os pos-dipping sdo compostos de muitos ingredientes
dependendo da formulagdo, mas trés sdo os ingredientes principais do
produto: uma substancia ativa antimicrobiana, um emulsionante para
regular a viscosidade e manter outros ingredientes presos a matriz e um
emoliente, para hidratar o teto reduzindo a irritagdo (QUIRK, 2010). As
principais substancias ativas incorporadas nos produtos sdo iodo,
gluconato de clorexidina, peréxido de hidrogénio, hipoclorito de sddio,
triclosan e &cido lactico, podendo ser combinados (FITZPATRICK;
GARVEY; GLEESON, 2018).

Existem diferentes tipos de p6s-dipping como os que formam
uma barreira protetora, de filme, em p6 ou liquidos e seu uso é bastante
antigo, uma vez que existem diversas patentes e estudos (PUGLIESE,
1974; LOOSEMORE, 1995). Geralmente os mais utilizados sdo 0s
formadores de filmes e suas primeiras versdes do pds-dipping
produziam apenas um filme do tipo latex que tinha que ser descascado
ou lavado dos tetos antes da ordenha (ANDREWS, 1977).

Um dos problemas com esse revestimento foi a sua dificil
remocdo completa com &gua e sua baixa eficiéncia. Contudo novas
formulag6es foram surgindo contendo ingredientes formadores de filme
gue permanecessem semitimidos na superficie aplicada o que facilita a
sua remocdo.
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Atualmente sdo varios os produtos comercialmente disponiveis,
no qual podemos citar o Filmadine® e o TEC PRO®. O Filmadine é
uma solugdo espessa a base de &cido lactico e o0 TEC PRO uma solugéo
mais aquosa a base de triclorocarbanilida como composto ativo, em que
ambos ao serem aplicados formam uma pelicula sob a pele protegendo
de microrganismos patogénicos. No entanto, existem alguns impactos
negativos relacionados ao uso desses compostos sintéticos, como
irritaco e ressacamento dos tetos, aumentam a resisténcia dos
microrganismos e podem deixar residuos no leite.

2.7 OLEO ESSENCIAL

Os 6leos essenciais sdo liquidos lipofilicos, extraidos de diversas
plantas contendo diferentes componentes naturais biologicamente
ativos, tém propriedades antimicrobianas e antioxidantes (AMATISTE,
et al, 2014; HAMEDI; RAZAVI-ROHANI; GANDOMI, 2014,
YOUSEFI ASLI et al., 2017).

Desde a idade média, os 6leos essenciais tém sido amplamente
utilizados para aplicagcbes bactericidas, viricidas, fungicidas,
antiparasitarias, inseticidas, medicinais e cosméticas. Atualmente sdo
utilizados especialmente nas industrias farmacéutica, sanitéria,
cosmética, agricola e alimenticia (BAKKALI et al., 2008).

Podem ser extraidos de diferentes partes dos vegetais, como
botGes, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, madeira
ou casca. Tradicionalmente o Gleo essencial € extraido por destilacdo a
vapor, hidrodestilacdo, expressdo ou por extracdo com etanol e didxido
de carbono em estado fluido supercritico. Entre todos os métodos, o
método de destilacdo a vapor tem sido amplamente utilizado,
especialmente para a produgdo em escala comercial (CASSEL,;
VARGAS, 2006; DI LEO LIRA et al., 2009; POURGHOLAMI et al.,
1999; GUAN et al., 2007).

Dependendo do tipo e concentracdo, eles exibem efeitos
citotéxicos nas células vivas, mas geralmente ndo sdo toxicos
(BAKKALI et al., 2007). Sua composi¢édo varia dependendo do tipo de
espécie da planta, origem geogréafica da planta, condi¢Bes climaticas,
composicado do solo, estagio do ciclo vegetativo e parte da planta que foi
usada para a extracdo do o6leo essencial (ANGIONI et al., 2006;
MASOTTI et al., 2003).

A Figura 4 mostra a estrutura quimica de algumas substancias
presentes em Oleos essenciais. Os compostos antimicrobianos mais
ativos presentes nos Gleos essenciais podem ser divididos em quatro
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grupos baseados na estrutura quimica: terpenos (ex. P-cimeno,
limoneno), terpendides (por exemplo, timol, carvacrol), fenilpropenos
(por exemplo, eugenol, vanilina) e outros compostos tais como alicina
ou isotiocianatos (HYLDGAARD et al., 2012).

Figura 4 - Estrutura quimica de alguns constituintes de 6leos essenciais.
Terpenos
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Fonte: Hyldgaard; Mygind; Meyer (2012).
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Devido a hidrofobicidade dos componentes dos 6leos essenciais,
eles passam facilmente através da membrana celular bacteriana,
interferindo nos mecanismos de transporte molecular que levam a
inativacao celular (BURT, 2004; GONI et al., 2009).

Os mecanismos possiveis para 0s 6leos essenciais e 0s seus
componentes contra células bacterianas relatados na literatura sdo: (1) a
degradacdo da parede celular, (2) danos a membrana citoplasmatica, (3)
0s danos para proteinas de membrana, (4) o vazamento do contetdo das
células, e (5) coagulagdo do citoplasma e deplecdo da for¢a motriz do
préton (BURT, 2004). No entanto, a hidrofobicidade dos o6leos
essenciais pode reduzir a interacdo com as bactérias em um ambiente
aquoso, que retarda sua agdo bactericida e reduz sua toxicidade para as
bactérias (BURT; REINDERS, 2003; ULTEE; BENNIK;
MOEZELAAR, 2002).

2.7.1 Oleo de cravo

O cravo (Syzygium aromaticum) é uma especiaria obtida do botéo
da flor seca da arvore de cravo-da-india (ZHENG; KENNEY; LAM,
1992). Possui aroma forte e agradavel, e um sabor ardente, muitas vezes
causando dorméncia nos labios (NOWAK et al., 2012).

O cravo é rico em 6leo essencial composto de varias classes e
grupos de compostos quimicos, como monoterpenos, sesquiterpenos e
compostos de hidrocarbonetos fendlicos (HOSSAIN et al., 2012).
Aproximadamente, 89% do 6leo essencial de cravo é eugenol, principal
composto bioativo, e 5% a 15% é acetato de eugenila e B-cariofileno.
Outro composto importante encontrado no 6leo essencial de cravo em
concentracdes até 2,1% ¢é o-humuleno. Outros compostos volateis
presentes em menores concentragdes no 6leo essencial de cravo-da-india
sdo B-pineno, limoneno, farnesol, benzaldeido, 2-heptanona e hexanoato
de etilo (JIROVETZ et al., 2006). Porém, a composicdo do 6leo de
cravo, juntamente com suas propriedades, depende da origem da planta,
sua estacdo de crescimento, o clima, a hora do dia e a umidade do ar.
Outro fator essencial é o tempo que passa entre 0 momento de colher a
matéria-prima e a producdo de 6leo (NOWAK et al., 2012).

O oOleo essencial de cravo é conhecido por ter atividade
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante, dentre  outras.
Atualmente, o 6leo de cravo € um importante medicamento natural
usado em muitas areas, incluindo odontologia, produtos farmacéuticos e
aromaterapia. E usado como analgésico, antisséptico, desinfetante e
antibacteriano porque inibe o crescimento ou mata a maioria dos
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patégenos, tais como: Escherichia coli, Mycobacterium phlei, Bacillus
substilis,  Streptococcus aureus, Aspergillus niger, Penicillum
chrysogenum. O 6leo é recomendado para a inalagdo no tratamento da
dor de garganta, resfriados, catarro e inflamacdo das membranas
mucosas da boca. Também ajuda a lidar com problemas respiratorios,
fraqueza geral e neuralgia (PODLEWSKI; CHALIBOGOWSKA-
PODLEWSKA, 2010; CIMANGA et al., 2002).

Joseph e Sujatha (2011) estudaram a atividade antimicrobiana do
Oleo de cravo contra Staphylococcus spp. obtendo o valor de
concentracao inibitéria minima (CIM) do 6leo de 2,5% v/v. Da mesma
forma, Baby et al. (2011) compararam a eficacia antimicrobiana do dleo
de cravo contra Staphylococcus spp., Escherichia coli e Listeria
monocytogenes, apresentando bons resultados. Mytle et al. (2006)
estudaram a atividade antilisterial do 6leo de cravo (1% e 2% v / v) em
salsichas de frango durante o armazenamento refrigerado e observaram
uma diminuicdo na contaminacdo por L. monocytogenes quando
armazenadas a 5 e 15 ° C. Além disso, 0 6leo de cravo teve um
excelente efeito inibitério sobre a Listeria monocytogenes em carne e
queijo (MENON; GARG, 2001), como também foi utilizado para
melhorar a imunidade contra Streptococcus agalactiae na criagdo de
tilapias (BRUM et al., 2017). O efeito do 6leo de cravo também foi
analisado contra cepas de Staphylococcus aureus isolados do leite de
vacas com mastite. Os resultados mostraram uma inibicdo de 69,4%
(BUDRI et al., 2015).

Ainda alguns estudos relatam atividades antifingica (CHAMI et
al., 2005), antialérgica, anticarcinogénica e antimutagénica
(MIYAZAWA,; HISAMA, 2001) do 6leo essencial de cravo-da-india.
Além de tudo, o 6leo possui um enorme potencial comercial e pode ser
usado como conservante, corante ou condimento em produtos
alimenticios (AGUILAR-GONZALEZ; PALOU; LOPEZ-MALO,
2015).

2.7.2 Oleo de orégano

O orégano (Origanum vulgare) é uma planta aromética difundida
nos paises do mediterraneo, no qual suas folhas sdo utilizadas frescas ou
secas como ingrediente alimentar devido ao seu sabor e aroma agradavel
(KINTZIOS, 2004).

Dados atuais mostram que os 6leos essenciais de espécies de
orégano sdo fontes ricas de compostos ativos com importancia bioldgica
particular, conhecidos por suas atividades antibacterianas, antifungicas,
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antioxidantes, anticancerigenas e anti-inflamatérias (SUNTRES;
COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015; BAATOUR et al., 2012).

Muitos estudos confirmaram os reais beneficios para a salde e
seu uso para o tratamento de uma vasta lista de doencas, incluindo
disturbios do trato respiratorio, como tosse ou catarro brénquico (como
agente expectorante e espasmolitico), em distdrbios gastrointestinais
(como colerético, digestivo, eupéptico e espasmolitico), como
antisséptico oral, em desordens do trato urindrio (como diurético e
antisséptico) e em afeccdes dermatoldgicas (alivio do prurido, crostas
cicatrizadas e picadas de insetos), infeccBes virais e até cancer
(BARICEVIC; BARTOL, 2002).

O oleo essencial é composto principalmente de terpendides,
sendo o carvacrol e o timol os dois principais monoterpendides
fendlicos. Essas substdncias constituem cerca de 78-85% do Oleo
essencial e sdo os principais compostos responsaveis pela atividade
antimicrobiana do dleo (KOKKINI et al., 1997). Além disso, outros
constituintes menores, como os hidrocarbonetos monoterpenos Y-
terpineno e o p-cimeno, também contribuem para a atividade
antibacteriana do 6leo (BURT, 2004).

O timol tem uma atividade inibitéria contra uma ampla gama de
bactérias, incluindo Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium, enquanto o carvacrol
é eficaz contra bactérias patogénicas como S. typhimurium, E. coli, L.
monocytogenes e Bacillus cereus. (GAYSINSKY et al., 2007).

Boskovic et al. (2015) estudaram os efeitos antibactericidas do
6leo de orégano em Salmonella enteritidis, Salmonella thyphimurium,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Escherichia coli e Bacillus cereus e foi observado que o 6leo exibiu
atividade bactericida contra todos os microrganismos testados obtendo o
valor da concentracdo inibitéria minima (CIM) de 160-640 ug/mL e a
concentracdo bactericida minima (CBM) de 320-2560 pg/mL. Aguirre,
Borneo e Ledn (2013) investigaram a atividade antimicrobiana de filmes
de proteinas com 6leo de orégano contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa avaliando o halo de
inibicdo observando as zonas maiores para o0 S. aureus, enguanto
menores para E. coli e P. aeruginosa. Ainda tem sido relatada a
eficiéncia do dleo de orégano em sistemas alimentares como a carne
bovina, a adicdo de 0,8% do Oleo essencial resultou na reducédo da
maioria da populacdo bacteriana, com bactérias de acido latico e Listeria
monocytogenes (TSIGARIDA; SKANDAMIS; NYCHAS, 2000).
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Fratini et al. (2014) avaliou a atividade antibactericida de dez
Oleo essenciais comerciais mais conhecidos e utilizados contra seis
bactérias, Staphylococcus aureus, Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus sciuri, Staphylococcus warneri, Staphylococcus xylosus
e Escherichia coli, responsaveis pela mastite em animais. Entre todos o0s
6leos, 0 dleo de orégano foi um dos que apresentou melhor resultado
mostrando 6tima atividade inibitoria. O 6leo de orégano também foi
estudado em cepas isoladas da C. albicans de mastite clinica bovina, no
qual o 6leo revelou atividade anticandida valores da concentracdo
inibitéria minima de 80% (KSOURI et al., 2017).

2.7.3 Oleo de canela

A canela (Cinnamomum verum) é uma planta nativa da Asia
obtida da casca interna das arvores pertencentes ao género
Cinnamomum (JAYAPRAKASHA; RAO, 2011). Por milhares de anos
tem sido uma especiaria usada como um tempero popular e
medicamento natural por diferentes culturas ao redor do mundo (LU et
al., 2011; HAJIMONFAREDNEJAD et al., 2018).

Estudos cientificos revelaram que a canela possui muitos efeitos
medicinais, incluindo efeitos antimicrobianos, antidiabéticos,
antilipémicos,  antifingicos,  antioxidantes,  imunomoduladores,
antitumorais, anti-hipertensivos e antivirais (SHEN et al., 2012;
HAJIMONFAREDNEJAD et al., 2017; FISCHER et al., 2013; YANG
etal., 2015).

Esta erva tem sido usada medicinalmente ha anos para combater a
dor de dente, limpar as infec¢fes do trato urinario e aliviar a irritagdo do
estbmago. Tem uma ampla gama de usos historicos, incluindo o
tratamento da diarréia, artrite, bronquite, resfriados, gripes, nauseas,
edema e varios distlrbios menstruais (THOMAS; DUETHI, 2004;
WHO, 1999)

A casca da canela e as folhas sdo as principais fontes do 6leo
essencial de canela (WANG; ZHANG; SHI, 2018). A maioria dos
compostos quimicos do dleo essencial de canela sdo monoterpenos e
sesquiterpenos (MIYAZAWA et al., 2001). Esses compostos incluem o
cinamaldeido, acido cinamico, derivados de cinamato
(VANGALAPATI et al., 2012; SENANAYAKE; LEE; WILLS, 1978),
limoneno, B-pineno, canfeno (SIMIC et al., 2004), trans-cinamaldeido,
acetato de cinamila, eugenol, L-borneol, canfora, éxido de cariofileno,
b-cariofileno, acetato de L-borneal, E-nerolidol, a-cubebina, a-terpineol,
terpinolene e a-thujene (TUNG et al., 2008; TUNG et al., 2010). A
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guantidade e a presenca de cada composto variam dependendo da parte
da planta (RAO; GAN, 2014).

O principal composto aromatico extraido da casca da canela é o
cinamaldeido (50%-90%), substancia que fornece o odor e sabor
caracteristico da canela (ZHANG et al., 2016; JU et al., 2018; WANG;
ZHANG; SHI, 2018). Além disso, é a substancia responsavel por
apresentar atividade antibacteriana contra diversos microrganismos,
como Pseudomonas, Aspergillus parasiticus, Staphylococcus aureus,
Candida albicans e Saccharomyces cerivisiae, Serratia, Bronchothrix,
Carnobacterium e Lactobacillus (THOMAS; DUETHI, 2004).

As propriedades do 6leo essencial de canela chamaram muito a
antencdo dos pesquisadores e diversos estudos foram realizados.
Khaleque et al. (2016) relataram que altas concentracdes de 6leos
essenciais de canela poderiam inibir a L. monocytogenes na carne
bovina moida e melhorar a seguranga dos produtos de carne moida.
Zhang et al. (2017) descobriram que o 6leo essencial de canela pode
inibir o crescimento de Aeromonas spp. e Lactococcus spp., e com base
na analise sensorial, revelou que o dleo essencial de canela pode
prolongar a vida Util dos filés de carpa comum embalados a vacuo em
cerca de 2 dias.

O Oleo de canela também foi testado quanto a atividade
antifungica contra Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea,
Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer e Aspergillus niger in
vitro. O enriquecimento de 6leo resultou em reducdo significativa no
desenvolvimento de colbnias subsequentes para 0s patdgenos
examinados. A producdo de esporos de fungos inibiu até 63% a 25 ppm
de concentracdo de 6leo de canela (TZORTZAKIS, 2009). Ainda, a
atividade antif(ingica do 6leo essencial de canela foi avaliada em 10°
10*, 10° e 10° UFC/mL. A concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo fungicida minima (CFM) foram determinadas por
macrodiluicdo em contato direto com o molde. Uma forte atividade foi
obtida, com uma CIM de 0,05 e 0,1 mg/mL, e uma CFM de 0,05 e 0,2
mg/mL, ambas as faixas dependendo das suspensfes flingicas iniciais
(MANSO et al., 2013).

Um estudo ainda verificou a atividade antimicrobiana do dleo
contra os principais patégenos causadores da mastite bovina tanto no
meio de cultura pura quanto no leite. Ensaios de difusdo em disco foram
realizados e observou-se que discos contendo 20 pL de solucdo de 6leo
de canela a 2% resultaram em zonas de inibicdo de 29,6, 19,1, 27,0, 33,3
e 30,7 mm para as culturas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus xylosus e
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Escherichia coli, respectivamente, na qual foram ajustadas para 1x10°
UFC/mL. A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo
bactericida minima (CBM) do 6leo de canela foi de 0,00625% e 0,025%
(v/v) para S. hyicus, 0,025% e 0,10% (v/v) para E. coli e 0,0125% e
0,05% para S. aureus, S. epidermidis e S. xylosus, respectivamente, para
as culturas inoculadas com 1x10° UFC/mL (ZHU et al., 2016).

2.8 GOMA XANTANA

A goma xantana é um polissacarideo natural produzido
industrialmente através da fermentacdo aerdbia de acgucares pelo
microrganismo Xanthomonas Campestris (BECKER et al., 1998).

Também definida como hidrocoléide, a goma xantana &
completamente solGvel em agua quente ou fria, hidrata-se rapidamente
uma vez dispersa em agua resultando em solucdes de alta viscosidade a
baixa concentracdo em comparagdo com outras solugdes de
polissacarideos (SHARMA; NARESH; DHULDHOYA, 2006).
Solugdes de xantana sdo altamente pseudoplésticas, ou seja, a
viscosidade aparente diminui com o aumento da tensdo de cisalhmanto
(ROCKS, 1971).

A goma xantana foi aprovada pela Food and Drug Administration
dos Estados Unidos (FDA) em 1969 como uma substancia segura e nao
toxica, desta forma aplicada em muitas pesquisas alimenticias e
farmacéuticas (KENNEDY; BRADSHAW, 1984).

A distribuicéo do peso molecular varia de 2x10° a 20x10° g/mol,
essa distribuicdo do peso molecular depende da associacdo entre
cadeias, formando agregados de varias cadeias individuais. As variagfes
das condi¢des de fermentagdo utilizadas na producdo sdo fatores que
podem influenciar o peso molecular da goma xantana (PALANIRAJ;
JAYARAMAN, 2011).

A goma xantana possui uma estrutura primaria consistindo de
unidades pentassacaridicas repetidas formadas por duas unidades de
glicose, duas de manose e uma unidade de acido glucurdnico (Fig. 5).
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Figura 5 - Estrutura quimica da goma xantana.
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Fonte: Sharma; Naresh; Dhuldhoya (2006).

As solucbes de goma de xantana sd0 muito resistentes as
variacdes de pH, isto é, sdo estaveis em condicdes alcalinas e acidas.
Entre pH 1 a 13, a viscosidade da solucdo da goma xantana €
praticamente constante (SHARMA; NARESH; DHULDHOYA, 2006),
porém, dependendo da concentracdo da goma xantana em determinadas
faixas de pH podem haver mudancas na viscosidade. Por exemplo, ndo
h& mudanca na viscosidade na faixa de pH 1,5 a 11 numa solucéo de
goma xantana a 1%, entretanto a 0,25% de goma a estabilidade é menor
e a viscosidade maxima é alcancada entre pH 6 e 8 (NISHINARI; DOI,
1993), ou seja, quanto maior a concentracdo, maior a estabilidade da
solucdo (GLICKSMAN, 1982).

A presenca de sais sobre as solucBes de goma xantana pode
causar alteragcGes no comportamento reolégico. A adi¢do de um sal em
uma solucdo de goma a baixas concentragdes pode reduzir ligeiramente
a viscosidade, enquanto a concentragcBes mais altas de goma ocorre 0
efeito contrario (SWORN, 2009). Porém, de acordo com BeMiller e
Whistler (2012), a viscosidade vai depender somente da concentracéo da
goma xantana quando o contetdo do sal for maior que 0,1% (m/v).
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A viscosidade das solugbes de goma xantana é quase
independente da temperatura, sua viscosidade é praticamente inalterada
nas temperaturas entre 0 a 100°C, sdo resistentes ao calor e se mantém
estavel por longos periodos de tempo, sem nenhuma alteracéo
significativa na viscosidade (SHARMA; NARESH; DHULDHOYA,
2006). A estabilidade térmica da goma xantana contra a hidrdlise é
muito melhor do que muitos outros polissacarideos ou polimeros
soluveis em agua, possivelmente devido & estrutura helicoidal ordenada
da goma xantana que protege as moléculas da despolimerizacdo
(STOKKE; CHRISTENSEN, 1996). No entanto, Rocks (1971) afirma
gue uma pequena mudanca é observada somente quando solucdo de
goma xantana sdo autoclavadas a 121°C por 15 a 30 minutos. Assim, as
propriedades reol6gicas dos produtos finais permanecem estaveis
independentemente de ser mantida no refrigerador ou armazenada a
temperatura ambiente.

A goma xantana é resistente a degradacdo enzimatica por
diferentes enzimas tais como protease, celulose, hemicelulase, pectinase
e amilase. No entanto, a xantana é completamente biodegradavel, isto &,
estd sujeito a despolimerizacdo por enzimas formadas por certos
microrganismos sob certas condi¢cdes ambientais, e, além disso, pode ser
degradada por agentes oxidantes fortes como perédxidos e persulfatos
(SHARMA; NARESH; DHULDHOQOYA, 2006).

A funcionalidade da goma xantana depende da preparacéao correta
da solucdo, pois a ma preparacdo da solugdo pode levar a uma ma
funcionalidade na aplicacdo final. Deve-se hidratar corretamente a
goma xantana para obter a melhor funcionalidade, sendo que a
hidratacdo depende de quatros fatores: dispersdo, taxa de agitacdo do
solvente, composicdo do solvente e tamanho de particula. Para hidratar
adequadamente, as particulas de goma devem estar bem dispersas, a ma
dispersdo leva a aglomeracdo de particulas durante a mistura, 0 que
resulta na formagdo de grumos parcialmente inchados. Idealmente, a
goma xantana deve ser dispersa e hidratada sob condi¢des de mistura de
alto cisalhamento. Equipamentos como um moinho coloidal, um funil de
dispersdo ou misturadores de pa de alta velocidade séo todos adequados
para a preparacdo de solucBes de goma xantana. Ingredientes secos
como agucar, amido ou sal, podem ser utilizados como dispersantes para
auxiliar na hidratagdo, também podendo ser utilizado néo solvente como
alcool, glicerol ou 6leos separando fisicamente as particulas de goma
xantana (SWORN, 2009).
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2.9 NANOEMULSAO

As nanoemuls@es consistem em uma disperséo de pequenas gotas
de um liquido imiscivel em outro liquido imiscivel (geralmente agua em
6leo A/O), sendo os trés principais componentes o dleo, surfactante/co-
surfactante e 4gua. O tamanho das gotas na nanoemulsdo esta na faixa
de 10-200 nm e mostram estreita distribuicdo de tamanho (BHATT;
MADHAYV, 2011; McCLEMENTS, 2011).

As nanoemulsdes sdo termodinamicamente instaveis, sendo
apenas cineticamente estaveis. Sua estabilidade fisica & longo prazo é
uma consequéncia direta do tamanho das pequenas gotas, 0 que
impossibilita os fendémenos de desestabilizagdo convencionais. O
tamanho de gota muito pequeno causa uma grande reducdo na forca de
gravidade e 0 movimento browniano pode ser suficiente para superar a
gravidade. Isso significa que ndo h& formacdo de creme ou
sedimentacdo no armazenamento. O pequeno tamanho das goticulas
também impede qualquer floculacdo das goticulas. A floculacdo fraca é
evitada e isso permite que o sistema permaneca disperso sem separacao.
As pequenas goticulas também impedem a sua coalescéncia, uma vez
gue estas goticulas ndo sdo deformaveis e, consequentemente, as
flutuacGes da superficie sdo evitadas (TADROS et al., 2004; SINGH et
al., 2017; LIEBERMAN; RIEGER; BANKER, 1998). Em muitas
aplicacdes comerciais, € importante que um produto a base de
nanoemulsdo permaneca tanto fisica e quimicamente estavel quando
exposto a condi¢des ambientais especificas durante a sua fabricacéo,
armazenamento, transporte, e manipulagdo (tais como o pH, forga
ibnica, temperatura, e as forcas mecénicas) (ZHANG; McCLEMENTS,
2018).

O termo "estabilidade™ pode significar a capacidade de uma
nanoemulsdo resistir mudangas em suas propriedades fisico-quimicas ao
longo do tempo (McCLEMENTS, 2015), porém as nanoemulsdes estdo
sujeitas a instabilidade devido ao fenémeno conhecido como
Degradacdo de Ostwald. Este fendmeno é o processo pelo qual goticulas
maiores crescem em detrimento das menores devido a diferengas em seu
potencial quimico. Na degradacdo de Ostwald, o crescimento ocorre
pela difusdo da fase dispersa através da fase continua, onde as pequenas
gotas de emulsdo tém maior solubilidade local do 6leo do que as
maiores, devido a diferenga nas pressbes de Laplace (WOOSTER;
GOLDING; SANGUANSRI, 2008; SAKAI et al., 2002).

O surfactante tem um papel fundamental no que diz respeito a
estabilidade da nanoemulsdo. A sua adi¢do € muito importante para a
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formagdo das pequenas gotas ja que diminui a tensdo superficial, ou
seja, diminui a energia de superficie por unidade de area entre as fases
6leo e 4gua da emulsdo. Além disso, o surfactante funciona como
estabilizante devido as interagdes eletrostaticas repulsivas e o
impedimento estérico (MASON et al., 2006; DELMAS et al., 2011;
TADROS et al., 2004). Os surfactantes promovem a estabilidade de
diferentes maneiras, como os surfactantes ibnicos que fornecem carga
elétrica, enquanto os surfactantes ndo-ibnicos criam uma barreira
estérica nos grupos moleculares volumosos (SILVA; CERQUEIRA,;
VICENTE, 2012).

Existem basicamente duas grandes categorias de técnicas para a
preparacdo de nanoemulsbes: métodos de alta energia e métodos de
baixa energia. Nos métodos de alta energia, os dispositivos mecanicos
fornecem grandes forgas disruptivas, sendo os métodos mais comuns
realizados através de ultrassom, microfluidizacdo e homogeneizagdo a
alta presséo.

Os métodos de ultrassom utilizam ondas sonoras de alta
frequéncia entre 20 e 100 kHz para produzir as nanoemulsdes. Existem
dois mecanismos que participam na emulsificagdo ultra-sdnica. Em
primeiro lugar, o campo acustico cria ondas interfaciais que fazem com
gue a fase oleosa se disperse na fase continua como goticulas. Em
segundo lugar, o ultrassom provoca cavitagdo acustica que fornece
formacdo e colapso de microbolhas, respectivamente, devido a
flutuacGes de pressdo de uma Unica onda sonora. Desta forma, enormes
niveis de turbuléncia altamente localizada sdo gerados e isso causa
micro-implosGes que induzem condigBes de alto cisalhamento, e as
goticulas de emulsdo se transformam em goticulas menores. (ABBAS et
al., 2013; SHAMSARA et al., 2015). A determinagdo dos parametros
operacionais é muito importante, pois o tamanho das goticulas diminui
com 0 aumento do tempo de sonicacdo e da poténcia de entrada
(LEONG et al., 2009). Mas os pardmetros mais criticos que afetam a
eficiéncia da homogeneizacdo sdo o tipo de emulsificante, a quantidade
e a viscosidade das fases (MAA; TSU, 1999; LEONG et al., 2009).
Assim, a otimizacdo desses parametros é essencial no preparo de
nanoemulsoes.

Na microfuidizacdo é utilizado um dispositivo chamado
microfluidificador que fornece altas pressfes. Durante o processo, a alta
pressdo forca a macroemulsdo a passar para a camara de interacdo
criando um tremendo cisalhamento e, assim, podem ser produzidas
nanoemulsées com particulas pequenas. Normalmente, a emulsdo
grosseira é passada repetidamente (por vezes até 100 ciclos) até obter o
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tamanho da gota desejada (SINGH et al, 2017; CHIME;
KENECHUKWU; ATTAMA, 2014; JAISWAL; DUDHE; SHARMA,
2015).

A homogeneizagdo a alta pressdo é feita utilizando varias forgas,
tais como cisalhamento hidraulico, intensa turbuléncia e cavitagdo.
Neste médodo o homogeneizador faz dispersar dois liquidos por um
pequeno orificio a alta pressdo para produzir a nanoemuldo. A
homogeneizacdo a alta pressdo é um método altamente eficiente,
disponivel tanto em laboratdrio como em grande escala, mas consome
uma grande quantidade de energia e a temperatura geralmente aumenta
durante o processamento, 0 que pode deteriorar 0s componentes
(QADIR; FAIYAZUDDIN; HUSSAIN, 2016; SETYA,
TALEGAONKAR; RAZDAN, 2014).

Os métodos de baixa energia, no entanto, ndo ha necessidade de
uma forca externa, sendo os mais frequentes a emulsificagdo espontanea
e a inversdo de fases. A emulsificacdo espontdnea é produzida a
temperatura ambiente, adicionando agua a uma solucdo de éleo e
surfactante agitando suavemente. Quando se mistura forma goticulas de
6leo espontaneamente no qual o mecanismo vai depender do movimento
da substancia dispersivel em agua que vai transitar da fase oleosa para a
fase aquosa. Isso leva & turbuléncia interfacial e, portanto, & formacéao
das gotas (BOUCHEMAL et al., 2004; McCLEMENTS; RAO, 2011).
Ja a inversdo de fases utiliza a energia quimica que € liberada por causa
das transicbes de fase durante o processo de emulsificagdo. A
guantidade necessaria de transicbes de fase é obtida alterando a
composicdo a temperatura constante ou alterando a temperatura a
composicdo constante (SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; THAKUR et
al., 2012).

Um aspecto importante da preparacdo da nanoemulsdo através
das técnicas acima mencionadas é o controle do tamanho final da gota,
que pode ser influenciado pelo tempo de residéncia, viscosidade
relativa, concentracdo do surfactante e comprimento do surfactante.
Além disso, a escolha do método vai depender do tipo de aplicacdo
(GUPTA et al., 2016).

Dessa forma, as nanoemulsBes se tornam importantes para
diversas aplicacdes como farmacos, alimentos, cosméticos entre outros
(SARKER, 2005; SILVA; CERQUEIRA; VICENTE, 2012;
SONNEVILLE-AUBRUN; SIMONNET; L’ALLORET, 2004).

Moraes-Lovison et al. (2017) estudaram a producdo de
nanoemulses encapsulando 6leo de orégano em diferentes
concentragbes com o objetivo de avaliar a sua estabilidade fisico-
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guimica e atividade antibacteriana sendo incorporado em paté de frango.
Os diametros médios das gotas das nanoemulsdes estavam na faixa de
35 a 55 nm, e as nanoemulsdes contendo 5% de dleo foram as mais
estaveis durante o periodo de armazenamento de 45 dias. As
nanoemulsfes apresentaram boa acdo antibacteriana demonstrada pelos
baixos valores nos testes in vitro para concentracdo inibitéria minima
(0,56 e 0,60 mg/mL para Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
respectivamente, e para concentracdo bactericida minima, 0,90 e 3,32
mg/mL para Staphylococcus aureus e Escherichia coli, respectivamente.
Além disso, a aplicacdo da nanoemulséo do 6leo de orégano nao alterou
as caracteristicas fisico-quimicas do produto.

Yildirim, Oztop e Soyer (2017) avaliaram a atividade
antimicrobiana de nanoemulsGes do 6leo de canela. Os testes foram
feitos na E. coli através do método de difusdo em agar sendo a coldnica
inoculado com o padrdo 0,5 McFarland. A partir dos resultados foi
observado zonas média de inibicao entre 6,3-6,3; 7,2-7,7; 8,3-8,6 e 8,7-
9,3 mm para concentragdes de 4%, 6%, 8% e 10% respectivamente.

Da mesma forma Zhang et al. (2017) avaliaram a atividade
antimicrobiana de nanoemulsdes preparadas com 6leo de canela, cravo e
a mistura de 6leo e cravo. Foi observado atividade antimicrobiana contra
guatro  microorganismos, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Salmonellatyphimurium e Staphylococcus aureus. Todas as amostras de
6leo essencial de cravo, canela e a mistura de cravo e canela
apresentaram boa atividade antibacteriana para as quatro cepas testadas.
No entanto, a nanoemulsdo com a mistura de cravo e canela exibiu a
mais alta atividade antibacteriana.

2.10 CONSIDERAGCOES FINAIS REFERENTES AO ESTADO DA
ARTE

Baseado no referencial tedrico apresentado € possivel visualizar a
necessidade da producdo e desenvolvimento de produtos a base de
subténcias naturais com propriedades antimicrobiana contra 0s
microrganismos causadores da mastite, capazes de substituir os produtos
pos-dipping convencionais e sintéticos. Almejando uma reducdo nos
impactos ambientais (produto ecologicamente correto) e também na
qualidade do leite sem causar danos aos animais. Além disso, ndo ha
registro na literatura de produgéo de formulagdes formadoras de filme a
base de goma xantana contendo dleos esséncias como principio ativo,
motivando o desenvolvimento do presente trabalho.
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O que se encontra disponivel na literatura sdo patentes de
produtos semelhantes, com a finalidade de preven¢do da mastite bovina.
Loosemore (1995), por exemplo, descreve solu¢bes aquosas formadora
de filme a base de PVA (élcool polivinilico) incorporando cloro-
hexidina como agente antimicrobiano. Pallos et al. (1996) apresentaram
solugbes incluindo  agentes formadores de filme como
hidroxietilcelulose, metil-hidroxipropilcelulose e etil-hidroxietilcelulose
e iodo complexado como composto ativo. JA& Hemling et al. (1998)
apresentou solugdes formadora de filme a base de poliéter poliuretano e
goma benzoin incoporando diacetato de clorexidina como subtancia
ativa.

Com isso, nas paginas seguintes estdo abordados os materiais e
métodos que foram utililizados para producdo e avaliacdo
antimicrobiana das solugdes formadoras de filme & base de goma
Xantana contendo 6leos essenciais como principio ativo, seguido dos
resultados e discuss6es pertinentes sobre o trabalho e a concluséo final.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

A goma xantana, o corante vermelho e 0 TEC PRO p6s-dipping
foram fornecidos pela Nutrivital Ltda./Brasil. Os 6leos de cravo
(OECR), orégano (OEOR) e canela (OECA) foram adquiridos da
empresa FERQUIMA Ind. E Com. Ltda./Brasil. O Crodamol™ (acido
estearico) foi obtido da Alpha Quimica/Brasil. O surfactante lauril
sulfato de sodio (SLS) foi adquirido da Sigma Aldrich/Brasil e a
glicerina da Embacaps/Brasil. O meio de cultura Mueller Hinton é&gar
(MHA) foi obtido da Kasvi®/Brasil.

3.2 INVESTIGACAO E ELABORACAO DA FORMULAGCAO BASE

A formulacdo base foi preparada por meio da investigagdo da
viscosidade. Sua composicao foi determinada utilizando como
referéncia a viscosidade de um produto comercial (TEC PRO pds-

dipping).

Tabela 3 - Diferentes formulagc6es da solugdo filmogénica base.

Amostras Goma xantana (g) Glicerina (g) Agua (g)
80

1 2,5 1,0

2 2,5 2,5 80
3 2,5 5,0 80
4 2,5 10 80
5 2,0 1,0 80
6 2,0 2,5 80
7 2,0 5,0 80
8 2,0 10 80
9 15 1,0 80
10 15 2,5 80
11 15 5,0 80
12 15 10 80
13 1,0 1,0 80
14 1,0 2,5 80
15 1,0 5,0 80
16 1,0 10 80
17 0,5 1,0 80
18 0,5 2,5 80
19 0,5 5,0 80

20 0,5 10 80
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Foram preparadas 20 amostras para analise, na qual foi fixada a
guantidade de agua destilada e variou-se a quantidade de goma xantana
e glicerina, conforme Tabela 3.

As analises das viscosidades foram determinadas utilizando um
redmetro rotacional ThermoHaake modelo ViscoTester 6L equipado
com “spindle” L4. Todas as medidas foram realizadas a temperatura
ambiente nas rotagdes de 12, 20, 30, 50, 60, 100 e 200 RPM. O tempo
de cada medida registrada foi conforme a estabilidade do valor da
viscosidade no esquipamento.

3.3 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A composicdo quimica dos Oleos foi determinada em um
cromatdgrafo gasoso Agilent 7890A acoplado a um espectrémetro de
massa (CG-MS) Agilent 5975C. Utilizou-se uma coluna HP-5MS (30 m
de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura
de filme). A temperatura inicial foi mantida a 70°C durante 1 min,
depois elevada a uma taxa de 3°C/min até atingir 240°C, onde
permaneceu por 5 min. A temperatura do injetor foi mantida a 240 °C.

As amostras foram previamente diluidas em diclorometano (1
g/L) e injetadas. As substancias presentes nos 0Oleos essenciais foram
identificadas por meio da comparagdo entre 0s espectros de massa
disponiveis na biblioteca do NIST (National Institute of Standards and
Technology).

3.4 PREPARACAO DAS SOLUCOES FILMOGENICAS

Foram preparadas duas solucGes filmogénicas por meio de
metodologias diferentes, adicionando substancias com determinadas
funcionalidades para que o produto alcance as caracteristicas desejadas.
A goma xantana foi utilizada como agente formador de filme, os 6leos
essenciais como antimicrobianos, a glicerina como emoliente, SLS
como emulsificante e o crodamol como estabilizante.

O preparo da primeira solucdo foi baseado em um método de
baixa energia, apenas fazendo uma emulsdo (SFE) do 6leo essencial sob
agitacdo mecanica. O 0leo essencial foi disperso em diferentes
concentragbes em 4agua, goma xantana e glicerina. A solugdo foi
preparada a temperatura ambiente, conforme Tabela 4. Misturou-se o
6leo essencial na agua destilada a 500 rpm por 30 min com o agitador
mecanico IKA® RW 20 acoplado com impelidor do tipo pa4. Em
seguida, adicionou-se goma xantana, glicerina e o corante sob agitacdo
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nas mesmas condi¢des por 60 min. Neste médodo as concentragBes de
goma xantana e glicerina foram definidas de acordo com o resultado dos
testes de viscosidade.

Tabela 4 - Formulagdes das solugdes filmogénica da emulsdo (SFE).
Amostra Oleo essencial (%)* Goma xantana (%) Glicerina (%) Corante (%)°

SFE1 0,1 0,6 3,0 0,3

SFE2 0,3 0,6 3,0 0,3

SFE3 0,5 0,6 3,0 0,3

SFE4 1,0 0,6 3,0 0,3

SFE5 2,0 0,6 3,0 0,3

SFE6 3,0 0,6 3,0 0,3
4% = m/m.

Para a segunda solucdo filmogénica, utilizou-se um método de
alta energia fazendo uma nanoemulsdo do 6leo essencial concentrado,
que posteriormente foi diluido em uma solucéo base e entdo foi formada
uma solucdo filmogéncia contendo nanoemulsdo (SFN) de o6leo
essencial.

A nanoemulsdo foi preparada com 20% de 6leo essencial e 20%
de crodamol como fase organica, e uma fase aquosa composta de 1% de
surfactante (SLS) e 59% de agua a temperatura ambiente de 25° C. A
fase aquosa foi adicionada a fase orgénica, agitando a mistura a 500 rpm
por 10 min com auxilio do agitador magnético IKA®. Por fim, a solucédo
foi sonicada em banho de gelo com ultrassom Fisher Scientific Model
500 Sonic Dismembrator durante 1 min (30 s on e 10 s off) a 50% de
amplitude. A metodologia de preparo da nanoemulsdo foi baseada no
método descrito por Scartazzini (2018).

Em seguida, foi preparada a solugdo filmogénica (Tabela 5).
Inicialmente, preparou-se a solu¢do base na qual se misturou a goma
xantana, glicerina e o corante na agua destilada a 500 rpm por 50 min
com agitador mecénico acoplado com impelidor do tipo pa.
Posteriormente, a nanoemulsao previamente preparada foi adicionada na
solucdo formadora de filme base sob agitacdo mecéanica nas mesmas
condi¢des por 10 min, a fim de dilui- 14 para que o 6leo atinja as
mesmas concentra¢des da formulacéo das SFE.
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Tabela 5 - Formulagdes das solugdes filmogénica da nanoemulsdo (SFN).

Amostra  Goma xantana (%)® Glicerina (%)* Nanoemulsio (%)* Corante (%)°

SFN1 0,6 3,0 0,5 0,3

SFN2 0,6 3,0 15 0,3

SFN3 0,6 3,0 2,5 0,3

SFN4 0,6 3,0 50 0,3

SFN5 0,6 3,0 10 0,3

SFN6 0,6 3,0 15 0,3
4% m/m.

3.5 DISTRIBUIGAO MEDIA DO TAMANHO DAS GOTAS E
ESTABILIDADE

A distribuicdo média do tamanho das gotas de 6leo das SFE foi
determinada por meio de microscopia éptica. As solucdes filmogénicas
foram coradas com o corante Sudan IV, em seguida analisou-se no
microscopio Olympus BX41 na magnificagdo de 1000 vezes para as
concentracdes de 0,1, 0,3 e 0,5%, e 400 vezes para as concentracdes de
1, 2 e 3%. Foram capturadas trés imagens de cada amostra em locais
diferentes e para determinar a distribuicdo e o didmetro médio das gotas
de bleo essencial foi utilizado um software de processamento e andlise
de imagens digitais, o ImageJ. Aproximadamente 300 gotas de 6leo em
cada imagem tiveram seu didmetro determinado. Em seguida, para
avaliar a distribuicao foi plotado um histograma do didmetro das gotas e
feito um ajuste nao linear para determinar o didmetro médio.

O tamanho médio das gotas das nanoemulsdes e das SFN foi
medido por espalhamento dindmico de luz (DLS) por meio do
equipamento Zetasizer Nano S da Malver Instruments®, com
comprimento de onda 633 nm e angulo de leitura de 173°. Diluiu-se 50
pL da amostra em 2 mL de agua destilada & temperatura ambiente de
25 °C. A leitura foi feita em duplicata com média de 15 leituras por
amostra. Foram realizadas as andlises da nanoemulsdo e da solucdo
filmogénica, a fim de investigar a variagdo no tamanho médio das gotas
apos a diluigéo. Os dados foram expressos em D, e Pdl que representam
o tamanho médio das nanoparticulas e o indice de polidispersdo
respectivamente.

A estabilidade das formulages foi avaliada por armazenamento
durante 30 dias a temperatura ambiente de 25 °C, no qual foi avaliada a
distribuicdo do tamanho médio das gotas de 6leo no primeiro e Gltimo
dia.
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3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
3.6.1 Microrganismos

Trés espécies de microrganismos causadores da mastite bovina
foram testadas sendo duas cepas de bactérias e uma de levedura. Foram
utilizadas as seguintes cepas padrfes: Staphyloccocus aureus ATCC
25923 (bactéria Gram-positiva), Escherichia coli ATCC 25922 (bactéria
Gram-negativa) e Candida albicans ATCC 10231 (levedura),
provenientes do estoque do Laboratério de Genética Molecular de
Bactérias - Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
(MIP) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.6.2 Preparo do indculo

Os microrganismos foram semeados a partir do estoque pela
técnica do esgotamento em estrias em placa de agar Mueller-Hinton
(MHA) e incubados a 37 °C por 18-24 horas. Em seguida, coldnias
individuais semeadas no agar foram inseridas em um tubo de ensaio
com 10 mL de solucdo salina [Cloreto de sddio a 0,85% (p/v)] para
padronizar a densidade celular, conforme a escala 0,5 McFarland
(correspondente a 1,5x10® UFC/mL e densidade optica de 0,08 a 0,1 a
625nm), conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI).

3.6.3 Difusdo em agar (técnica do pogo)

A técnica foi baseado num estudo realizado por Magaldi et al.
(2004). Foi vertido 60 mL do meio de cultura agar (MHA) em placas de
Petri de 150x20 mm. Ap6s a solidificacdo foram feitos pocos de 4 mm
de didmetro. As placas foram inoculadas com swab sobre a superficie do
agar com o in6culo padronizado, conforme recomendagdes do CLSI.
Nos pocos foram adicionados 100 pulL das solugdes filmogénicas
incorporadas com os 6leos essencais nas concentragdes de 0,1; 0,3; 0,5;
1; 2 e 3%), e dos controles positivo e negativo. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas e ap6s a incubacédo os diametros do halo
de inibicdo foram avaliados. Cada ensaio foi realizado em duplicata
técnica e biologica.
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3.6.4 Concentracéo inibitéria minima (CIM) em placa adaptada

Esta técnica foi adaptada a partir da metodologia descrita pelo
CLSI, de forma que o produto ficasse distribuido sobre uma superficie,
aproximando in vitro da real aplicagdo. O indculo padrdo 0,5 McFarland
foi diluido para uma concentragdo de 1,5x10* UFC/mL de maneira a
termos uma estimativa quantitativa da inibi¢cdo microbiana pelo produto.
O in6culo foi distribuido com swab em placas de Petri de 90x15 mm
previamente preparadas com o meio de cultura &gar (MHA). Em
seguida, foi adicionado 1 mL das solugdes filmogénicas sobre toda a
superficie das placas com auxilio da alca de Drigalski. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Ao final da incubagdo, a CIM foi
definida como a menor concentracdo capaz de inibir totalmente o
crescimento microbiano na placa. A porcentagem de inibicdo foi
determinada pela razdo do nimero de UFC das placas com os filmes
ativos (contendo 6leo essencial) com as do controle negativo. Além
disso, nesta metodologia, as cepas microbianas padronizadas tambem
foram cultivadas no MHA sem a presenga de produto, como controle
experimental da contagem e na presenca do produto sem 6leo essencial
(branco) para verificar se apresentava inibi¢cdo. Todos os testes foram
feitos em duplicata bioldgica e técnica.

3.6.5 Controle positivo e negativo

Para avaliar a capacidade de inibicdo das solucGes filmogénicas
preparadas contra 0s microrganismos testados, foi utilizado um método
comparativo. Usou-se um controle positivo e um negativo. Como
controle positivo utilizou-se um produto comercial - TEC PRO pds-
dipping, um produto comercialmente utilizado para prevencdo da
mastite, que possui triclorocarbanilida como substancia antimicrobiana
em sua composi¢do. Como controle negativo das SFE foi preparada a
formulacgdo substituindo o 6leo essencial por agua destilada. O controle
negativo das SFN foi preparado substituindo o 6leo essencial da
nanoemulsdo por crodamol, em seguida foi diluida na solucdo base.
Foram preparados seis controles negativos em relagdo as SFN.
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4.1 INVESTIGACAO E ELABORACAO DA FORMULAGAO BASE

Os resultados mostraram que todas as formulagGes apresentaram
comportamento pseudoplastico, bem como o produto comercial. De
acordo com a Tabela 6 é observado que conforme aumenta a tenséo de
cisalhamento ha diminuicdo na viscosidade, o que classifica as solucdes

filmogeénicas base como pseudopléasticas.

Tabela 6 - Viscosidade das formulacdes da solucdo filmogénica base.

RPM
12 20 30 50 60 100 200
Amostra Viscosidade (mPa.s)
1 21290 13580 9520 5840 5020 3320 1900
2 20080 13100 9080 5740 4830 3150 1800
3 19380 12810 8870 5640 4780 3100 1770
4 18570 12200 8430 5450 4690 3060 1750
5 16040 10240 7140 4620 3950 2610 1500
6 15430 9930 6900 4480 3870 2550 1430
7 15150 9690 6780 4390 3790 2480 1420
8 14580 9320 6700 4270 3650 2380 1420
9 11050 7140 5030 3290 2800 1880 1080
10 10710 6990 4910 3210 2750 1820 1050
11 10360 6640 4570 3070 2630 1760 1020
12 9760 6350 4470 3010 2630 1740 1020
13 7170 4500 3210 2200 1890 1270 730
14 6960 4420 3150 2120 1820 1220 700
15 6810 4300 3080 2060 1790 1190 680
16 6690 4240 3030 2060 1780 1190 680
17 2740 1920 1330 890 670 510 270
18 2630 1810 1220 800 610 480 240
19 2580 1750 1160 740 570 460 230
20 2510 1710 1100 700 550 460 210
TEC PRO
pos- 2220 1330 910 650 580 410 220
dipping

E observada uma grande influéncia da goma xantana na
viscosidade da solucdo. Conforme diminui a quantidade de xantana, ha
clara reducdo da viscosidade. No caso da glicerina é observada pouca
influéncia na viscosidade. Conforme a variacdo realizada, ao aumentar a
quantidade de glicerina hd uma leve diminui¢do na viscosidade.
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Dessa maneira, ao analisar a viscosidade do produto comercial
com as viscosidades das solugdes bases preparadas, optou-se escolher a
amostra 18 como a formulacdo base utilizada neste trabalho,
correpondente a 0,6% de goma xantana e 3% de glicerina. Essa escolha
foi feita, devido essa amostra ser a que mais se aproximou da
viscosidade e aspescto do produto comercial.

4.2 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

A composicdo quimica do OECR, OECA e OEOR estdo
apresentadas na Figura 6.

Figura 6 - Cromatogramas dos OECR (1), OECA (2) e OEOR (3).
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Os dados estdo representados como a area (%) de cada
componente assim como o tempo de retencdo na coluna (Tabela 7). Pela
andlise do OECR foi possivel identificar quatro componentes, o que
corresponde a uma mistura de isocariofileno (1,4%), humuleno (0,9%),
cariofileno (4,4%) e o eugenol (93,3), sendo este o constituinte
majoritario. O principal constituinte identificado do OECA foi o
cinamaldeido (98,29%), seguido de benzaldeido (0,51%) e acetato de
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cinamilo (0,46%). O OEOR de acordo com seu espectro de massa foi
constatado quatro substancias, sendo o carvacrol (90,5%) o composto
majoritario, acompanhado de terpineno (3,7%), p-cinemo (4,1%) e
cariofileno (1,7%).

A composi¢do quimica dos 0leos essenciais analisados mostrou-
se compativel conforme dados da literatura, pois estudos relatam que as
substancias caracteristicas do OECR, OECA e OEOR sé&o o eugenal,
cinamaldeido e o carvacrol respectivamente (CUI et al., 2018;
CHORIANOPOULOQS et al., 2004; WANG et al., 2018.

Tabela 7 - Principais componentes dos 6leos essenciais de cravo, canela e
orégano determinados por CG-MS.

Componente Tempo de OECR OECA OEOR
retencdo (min)  (Area%) (Area%) (Area %)

Eugenol 26,83 93,3 - -
Cariofileno 29,33 4,40 - 1,70
Humuleno 30,73 0,90 - -
Isocariofileno 35,74 1,40 - -
Cinamaldeido 23,03 - 98,29

p-cimeno 12,01 - - 4,10
Terpineno 13,54 - - 3,70
Carvacrol 29,41 - - 90,5
Benzaldeido 9,34 - 0,51 -
Acetato de Cinamilo 30,54 - 0,46 -

4.3 DISTRIBUICAO MEDIA DO TAMANHO DAS GOTAS E
ESTABILIDADE

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores do didmetro médio das
SFE. Os resultados demonstraram gotas na faixa de nanémetros com
didmetro médio de 439 a 2323 nm para as SFE com OECR. Para as SFE
contendo OECA e OEOR os valores foram de 375 a 1592 e 418 a 2414
nm respectivamente.

A variacdo da concentracdo do 6leo essencial demonstrou
influéncia na distribuicdlo do tamanho das gotas nas solugdes
filmogénicas (Apéndice A, B e C). As SFE com concentra¢Bes de 6leo
de 0,1 a 0,5% tiveram um D, menor quando comparado com as
concentracdes acima de 1%. Além disso, nas concentracdes menores foi
visualizada uma homogeneidade na distribuicdo das gotas de oleo,
enquanto que nas concentracdes acima de 1% as gotas ndo estavam
uniformemente distribuidas, ou seja, havia a presenca de gotas pequenas
até gotas grandes (Fig. 7).
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Esta difenca de Dp pode estar associada a funcéo estabilizadora da
goma xantana. Seu mecanismo de controle reoldgico é mais eficiente em
baixas concentragdes de oOleo, enquanto em emulsGes oleosas
concentradas a eficiéncia estabilizante diminui (DICKINSON, 2009).

Apo6s 30 dias de armazenamento, as SFE apresentaram boa
estabilidade em relacdo a coalescéncia e a cremeacdo, pois nao foi
visualizado grande aumento no Dp das gotas e nenhuma separagdo
visual de fases. Esta estabilidde pode ser atribuida ao comportamento
pseudoplastico da goma e sua caracteristica em aumentar a viscosidade,
pois ao dispersar na agua cria uma rede emaranhada e alta viscosidade
na fase continua, que imobiliza individualmente as gotas de 6leo, o0 que
retarda os fendmenos de instabilidade. Além disso, a presenca de um
polissacarideo negativamente carregado como a goma xantana resulta
num aumento da repulsdo das forgas eletrostaticas e estéricas entre as
gotas na emulsdo, o que reduz a tensdo interfacial em torno das gotas de
6leo (MIRHOSSEINI et al., 2008; MAKRI; DOXASTAKIS, 2006).

Tabela 8 - Diametro médio (Dp) das gotas de 6leo incorporadas nas SFE no dia
1 e dia 30 para os 6leos essenciais de cravo (OECR), canela (OECA) e orégano
(OEOR).

Dia 1l Dia 30
Amostra D,£S.D.(nm) D, *S.D.(hm)
0,1% 439+3 467 £ 6
0,3% 587 £2 629 +4
0,5% 618+8 723+9
OECR 1,0% 1245+ 79 1721+ 76
2,0% 1553 + 49 1926 + 38
3,0% 2323 + 86 2527 + 49
0,1% 375+4 441 +7
0,3% 416 +2 601 +7
0,5% 456 + 20 693+ 6
SFE OECA 1,0% 1125+ 11 1367 + 12
2,0% 1396 + 40 1484 + 37
3,0% 1592 + 93 2000 + 16
0,1% 418 +4 506 + 21
0,3% 532+3 61117
0,5% 777 +£15 705+ 10
OEOR 1,0% 1944 + 44 2020 +23
2,0% 2085 + 10 2587 + 104

3,0% 2414 + 85 2848 + 63




68

O diametro médio das gotas de dleo e o indice de polidisperséo
das SFN estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7. As nanoemulsdes dos
Oleos essenciais tiveram resultados muito semelhantes de D, mesmo
variando o tipo de 6leo essencial. O D, das nanoemulsbes antes de
serem incorporadas na solucdo filmogénica foram 164 nm, 154 nm e
184 nm, respectivamente para 0 OECR, OECA e OEOR, enquanto que 0
Pdl foi de 0,13; 0,13 e 0,14. Os resultados mostraram didmetro das
gotas e uma boa homogeneidade na distribuicdo das gotas com o
comportamento monomodal.

Apos a incorporagdo das nanoemulsdes nas solucdes filmogénicas
houve um leve aumento no D, e um largo Pdl com comportamento
trimodal. Conforme foi diminuida a concentracdo de 6leo, maior foi o
diametro médio das gotas e consequentemente o Pdl. Para as SFN
contendo OECR ficou entre 166 a 185 nm, OECA entre 156 a 186 nm e
OEOR entre 184 a 208 nm, com Pdl entre 0,23 a 0,28; 0,22 a 0,32 € 0,27
a 0,48 respectivamente. Essa variacdo no diametro e distribuicdo das
gotas provavelmente ocorreu ao misturar a nanoemulsdo com a solucgéo
formadora de filme sob agitagdo mecénica, o que desestabilizou a
nanoemulsdo e favoreceu a agregacdo das gotas. Para a concentragdo de
0,1% néo foi possivel obter resultados confiaveis no equipamento o que
provavelmente ocorreu devido & concentracdo estar abaixo da
concentracdo de solubilidade (25°C), sendo para o eugenol 2,46 g/L,
carvacrol 1,25 g/L e o cinamaldeido 1,85 g/L, principais constituintes
dos 6leos essenciais em estudo (YALKOWSKY ; HE; JAIN, 2010).

Apo6s 30 dias de armazenamento houve uma pequena variagdo no
Dp e Pdl para as solugdes de nanoemulsdo, o que indica boa estabilidade
(Tabela 7). J& em relacdo as SFN contendo a nanoemulsdo dos 6leos
essenciais, houve um pequeno aumento no D, e Pdl nas concentragGes
de 6leo mais altas. Para as concentra¢fes mais baixas o aumento do D,
foi maior, o que indica que as SFN sdo mais instaveis nas concentracdes
mais baixas em relagdo as concentragfes mais alta, mas ainda assim as
SFN ndo perderam sua estabilidade, pois nenhuma separa¢do de fases ou
cremeacdo foi observada nos 30 dias de armazenamento. Esses
resultados indicam que os 6leos essenciais foram bem incorporados na
matriz da formulacdo contendo goma xantada para os dois métodos
utilizados.



Tabela 9 - Diametro médio (Dp) das gotas de 6leo das nanoemulsdes antes e
apos a incorporagdo nas SFN no dia 1.
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Dial

Amostra D, £ S.D. (nm) Pdl £ S.D.
OECR 1639+0,4 0,13+0,00
Nanoemulséo OECA 1546 £2,7 0,13 +0,03
OEOR 1840+1,3 0,14 £ 0,00

0,1% - -
0,3% 1850+1,3 0,28 £0,00
0,5% 184,8+3,9 0,30 £0,02
OECR 1,0% 172,7+0,8 0,27 £0,00
2,0% 166,5+0,6 0,26 +£0,00
3,0% 166,4 +1,1 0,23+0,02

0,1% - -
0,3% 186,0+0,6 0,32 +£0,05
0,5% 174,7+0,5 0,37 £0,02
SFN OECA 1,0% 1655+1,1 0,28 +0,01
2,0% 159,1+0,8 0,26 £ 0,00
3,0% 156,3+1,3 0,22 £0,00

0,1% - -
0,3% 208,7+3,8 0,48 £0,01
0,5% 196,3+5,9 0,34 £0,05
OEOR 1,0% 192.1+7,4 0,36 £ 0,05
2,0% 190,2+25 0,36 £ 0,00
3,0% 184,4 +0,6 0,27 £0,02
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Tabela 10 - Didmetro médio (Dp) das gotas de 6leo das hanoemulsdes antes e
apoés a incorporagdo nas SFN no dia 30.

Dia 30
Amostra D, £ S.D. (nm) Pdl £ S.D.
OECR 165315 0,14 0,03
Nanoemulsdo OECA 160,4 + 2,8 0,11 +£0,01
OEOR 185,1+ 0,6 0,13 +0,03
0.1% :

0,3% 197,1+1,6 0,47 + 0,00
0.5% 1864 +18 0,41 + 0,00
OECR 1006 1831412 0,31 + 0,00
2.0% 1757 +35 0,26 + 0,01
3,0% 1732 + 0,4 0,27 +0,01

0.1% 5 .
0.3% 1939 +0,1 0,46 + 0,00
0,5% 187,3+0,9 0,32 +0,01
SFN OECA 1 0% 168,5+0,8 0,28 + 0,01
2.0% 159,7 + 0,4 0,24 + 0,00
3,0% 158,5 + 0,4 0,22 +0,03

0.1% : -
0,3% 220,2 +0,9 0.48 + 0,00
0,5% 207,7+28 0,48 + 0,02
OEOR 1006 1983+1,6 0,27 + 0,00
2.0% 1944 +1,7 0,27 +0,01

3,0% 187,4+ 3,6 0,27+0,01




71

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos produtos testados contra cepas de
S. aureus, E. coli e C. albicans foi avaliada qualitativamente por meio
da medida do didmetro do halo de inibi¢do formado e quantitativamente
através de uma adaptacdo da CIM em placa. Nenhum dos controles
negativos apresentou efeito antimicrobiano, portanto a matriz utilizada
(goma xantana), bem como o LSS e o crodamol utilizados na
nanoemulsdo ndo afetaram a atividade do principio ativo.

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores do diametro dos halos
de inibicdo. De acordo com os resultados, todos os produtos
apresentaram efeito inibitorio, porém com variagdo conforme o
microrganismo testado. Como esperado, a inibicdo microbiana pelo
produto foi dose-dependente, ou seja, quanto maior foi & concentracdo
de 6leo essencial utilizada, maior foi o tamanho do halo de inibic&o.

Analisando as SFE com OEOR e OECA, as que continham
OECR foram as que apresentaram a atividade mais fraca contra todos os
microrganismos com valores das zonas de inibi¢do entre 6 a 13 mm para
S. aureus, 5,3 a 10 mm para E. coli e 6,3 a 12,8 mm para C. albicans. As
medidas dos halos das SFE com OEOR apresentaram valores muito
préximos entre 7,5 a 24,5 mm para S. aureus, 7,3 a 23,5 mm para E. coli
e 6,3 a 25 mm para C. albicans com pouca diferenca.

Nos ensaios por difusdo (Tabela 8), a E. coli apresentou menor
sensibilidade aos 06leos essenciais quando comparada aos outros
microrganismos, principalmente em relagcdo as SFE contendo OECA.
Para S. aureus, o valor do halo de inibicao ficou entre 13 a 32 mm, 13 a
25 mm para C. albicans e para E. coli foi 3 a 19 mm. Isto pode ter
ocorrido devido & diferenca que hé& nas estruturas da parede celular dos
microrganismos. Os microrganismos Gram-negativos possuem uma
membrana externa de fosfolipideos contendo lipopolissacarideos que
cobre a parede celular. Quando comparada com 0s microrganismos
Gram-positivos, que ndo possuem esta membrana externa, os Gram-
negativos podem se mostrar mais resistentes a substancias hidrofébicas,
0 que poderia estar dificultando a difusdo do 6leo (HSOUNA et al.,
2011; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). As SFE incorporadas com
OECR e OEOR tiveram menor inibi¢cdo em algumas concentracfes, mas
ndo tdo acentuada quanto as contendo OECA. Isto pode ter acontecido
pelo fato do OEOR e OECR serem menos hidrofobicos que o OECA,
dessa forma houve menos resisténcia, e 0s compostos tiveram o acesso
facilitado a parede celular dos microrganismos.
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Em determinadas concentracdes de dleo, houve o aparecimento
de resisténcia intermediaria microbiana, ou seja, o 6leo inibiu o
crescimento de uma parte da populagéo que é suscetivel, enquanto que a
outra parte apresentou-se resistente, para S. aureus e C. albicans para
concentracdes abaixo de 1% das SFE contendo OECR e OECA.

Em contrapartida, a atividade antimicrobiana das SFN mostrou o
mesmo comportamento em relacdo a explicacdo anterior das SFE,
porém com reducdo da atividade antimicrobiana, como pode ser
observado na Fig. 8. A possivel explicacdo é que a reducdo da atividade
antimicrobiana possa ter ocorrido em razdo do surfactante utilizado, a
atividade pode ter sido reduzida devido as possiveis barreiras como a
formagdo de micelas que prendem o 6leo essencial. Dessa forma héa
liberacdo prolongada do 6leo e isto impede o contato imediato entre o
composto ativo e o microrganismo (CUI et al.,, 2008; CHALOVA,;
CRANDALL; RICKE, 2010). Outra hipdtese que pode ser levantada é a
interacdo eletrostatica das gotas da nanoemulsdo carregadas
negativamente com a parede celular dos microrganismos carregada
negativamente, o que causa repulsdo e dificulta a migracdo da
substancia ativa até o local de acdo (CHANG; McLANDSBOROUGH,;
McCLEMENTS, 2015; LU et al., 2018; HWANG et al., 2013).

Por meio de outros trabalhos na literatura é observado que os
Oleos essenciais também apresentaram atividade antimicrobiana, o que
reforca os dados aqui apresentados. O estudo de Zhu et al. (2016),
avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de canela contra
patégenos isolados diretamente da masite bovina. Por meio da
metodologia de difusdo em discos utilizaram 5, 10 e 20 pL de solugdes
contendo 2% de dleo de canela, obtendo halos de inibicdo para solucéo
de 20 pL de 29,6 e 30,7 mm contra S. aures e E. coli (1x10° UFC/mL)
respectivamente.

Pelo método de difusdo em disco Mohamed e Abdlhussain (2014)
obtiveram halos de inibic&o entre 9 a 23 mm utilizando extratos aquosos
e alcodlicos de 6leo de canela contra C. albicans inoculada a 1,5x10°
UFC/mL. Da mesma forma Santos et al. (2011) confirmaram a agdo
antimicrobiana do 6leo de cravo obtendo halos de 15,7 e 11 mm para
cepas padrdes de S. aureus e E. coli respectivamente, e para o 6leo de
orégano houve formacéo de halo de 29,3 e 27,7 mm contra S. aureus e
E. coli respectivamente.
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Na Fig. 9 estdo apresentados os resultados da atividade
antimicrobiana dos testes da adaptacdo da CIM em placas. Conforme
observado, para todos os produtos com concentragdes acima de 1% de
6leo essencial houve inibigdo total (100%) no crescimento dos
microrganismos. No entanto, em concentracBes inferiores, as
formulagBes que continham OEOR foram as que apresentaram maior
atividade. Para as SFE contendo 0,5% de OEOR, observou-se a inibicéo
total no crescimento para todos os microrganismos, porém para 0,3%
somente a C. albicans teve inibicdo total, enquanto para o S. aureus e a
E. coli houve 99 e 94% de inibicdo respectivamente.

Para as SFE com concentragBes inferiores a 1% de OECA e
OECR também foi obtido bons resultados, mas de forma particular em
determinado microrganismo. As SFE com OECA apresentaram melhor
resultado em concentragdes de 0,5% contra S. aureus e E. coli, com
inibicdo de 99,41 e 83,4% respectivamente. Para as que continham
OECR, os melhores resultados foram nas concentra¢des de 0,3 e 0,5%
contra a E. coli com inibicdo de 91 e 95% respectivamente.

Tabela 12 - Ensaio da concentracdo inibitoria minima (CIM) em placa adaptado
das SFE e SFN contendo 6leo essencial de cravo (OECR), canela (OECA) e
orégano (OEOR) nas concentragdes de 0,1; 0,3 e 0,5%.

Inibicdo de crescimento (%)

Concentragdo do 6leo 0,1% 0,3% 0,5%

OECR 18,7+0,7 34,7+9,0 79,1+3,2

@ SFE OECA 8,2+6,0 82,6+9,6 994+12
g OEOR 35,5+ 15,5 99,3+12 100,0 £ 0,0
T OECR 18,9+3,9 265175 218145
¥ SFN OECA 218+75 56,4+ 11,4 97,3+3,3
OEOR 265+9,1 96,2+29 100,0 £ 0,0

OECR 13,8 +4,8 90,9+2,0 94,8+3,0

_ SFE OECA 41+17 240+54 83,4+3,8
S OEOR 80,2+9,6 942+25 100,0 £0,0
i OECR 9,3+4,2 46,0 +9,7 89,8+3,3
SFN OECA 5622 10,8 +4,4 96,1+5,7
OEOR 61,9+5,0 939+29 96,8+1,8

OECR 216+89 37,7+43 44,1+8,7

% SFE OECA 6,2+38 248 +£4;3 58,0 £6,2
2 OEOR 36,9+123 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
© OECR 15,1+6,1 285+75 54,7+9,1
o SFN OECA 16,0+ 6,8 19,4+4,0 89,7+11,7

OEOR 140+55 85,2+34 96,6 +6,8
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Quando comparados os resultados das SFE com as SFN, nos
testes da adaptacdo da CIM € observada pouca variacdo da atividade
antimicrobiana para as concentragdes de 0,1; 0,3 e 0,5% Tabela 9, o que
ndo acontece nos testes por difusdo em &gar, onde a atividade
antimicrobiana entre as SFE e as SFN é muito diferente. Comparando a
técnica adaptadata da CIM com a técnica da difusdo é possivel
visualizar que na CIM as solucdes filmogénicas estdo diretamente em
contato com 0s microganismos e neste caso nao ha limitacdo de
migracao e/ou difusdo do 06leo essencial.

Vale ainda ressaltar que os resultados da CIM ndo indicam a
atividade absoluta dos produtos testados. Os resultados obtidos néo
representam um valor exato, pois o verdadeiro valor da CIM esta entre a
concentracdo que inibiu o crescimento e a préxima concentracdo mais
baixa dos testes, ou seja, 0,3 e 1%.

E bom lembrar que o indculo microbiano utilizado nesta
metodologia da CIM foi menor (1,5x10* UFC/mL) quando comparado
com o inoculo utilizado no teste de difusdo em agar, justamente para
permitir a contagem de UFC nas placas e para ter uma estimativa
guantitaviva. Porém, a concentr¢do menor do indculo pode afetar
diretamente os resultados de inibicdo, tornando a agdo do produto mais
efetiva, ja que ha menor quantidade de células microbianas.

Pesquisas encontradas na literatura ressaltam a efetividade dos
6leos estudados pela metodologia da concentracdo inibitéria minima
(CIM). Conforme estudo realizado por Ksouri et al. (2017), o 6leo
essencial de orégano revelou atividade altamente eficiente contra C.
albicans (1,5x10° UFC/mL). A atividade foi investigada pelo método de
microdiluicdo em tubos, na qual resultaram valores da CIM de
aproximadamente 80% variando a concentragdo de 15,02 a 31,08
pg/mL. Utilizando o mesmo método Silva et al. (2009) relatou a
atividade antimicrobiana do oléo de cravo e canela com concentracfes
de 0,025% a 3% contra S. aureus e E. coli (1x10°-1x10° UFC/mL)
isoladas de humanos. De acordo com seus resultados o dleo de canela
foi 0 que apresentou mais eficiéncia com valores da CIMgg, de 0,047 €
0,09% para S. aureus e E. coli respectivamente.

No trabalho de Santurio et al. (2011) foi avaliado a atividade
antimicrobiana do 6leo de orégano e canela frente a espécie E. coli
(1x10° UFC/mL) isolado das fezes de aves e bovinos. Os testes foram
feitos através da técnica de microdiluicdo em caldo onde foi observado
gue o dleo mais efetivo quanto a atividade antimicrobiana foi o orégano
com CIM de 831,4 pg/mL, sendo que o menos efetivo foi o 6leo de
canela com CIM 4354,5 pg/mL.
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Observando os melhores resultados obtidos neste trabalho
(Tabelas 10 e 11), é possivel considerar efetivas as solugdes
filmogénicas contendo dleo de canela e orégano contra o crescimento
dos microrganismos estudados, ja que alguns resultados dos testes de
difusdo apresentaram halo maior ou igual ao controle positivo (produto
comercial), bem como os testes em placas que em determinadas
concentragcGes apresentaram inibicdo total do crescimento dos
microrganismos igual o controle positivo. Isto indica que as solugdes
formadoras de filme produzidas nesse trabalho a base de goma xantana e
incorporadas com Oleos essenciais sdo eficientes e promissoras para
futura aplicacdo na forma de pds-dipping para prevencdo da mastite

bovina.

Tabela 13 - Melhores resultados dos testes por difusdo em &gar.

Didmetro do halo de inibigdo (mm)

S. aureus E.coli C. albicans
Amostra OECA OEOR OECA OEOR OECA OEOR
SFE 1% 20,0£19 9,8405 8,0+0,5 13,8+0,5 13,0+0,9 12,0+0,5
SFE 2% 26,5+1,9 22,0+0,0 17,0+1,0 19,3+15 23,5+1,0 23,0+1,7
SFE 3% 32,0£2,8 245+10 19,0+0,9 23,5+1,7 25,0409 25,0+1,2
[ 20,5#1,0 20,0#1,0 19,5+1,0 20,0+0,5 23,0+1,2 25,0+0,9

Tabela 14 - Melhores resultados dos testes da concentracéo inibitoria minima

(CIM).
Inibicdo de crescimento (%)
S. aureus E.coli C. albicans
Amostra OECA OEOR OECA OEOR OECA OEOR
SFEO0,3% 82,6+9,6 99,3+1,2 24,0+54 942425 24,8+43 100,0+0,0
SFE0,5% 99,4+12 100,0+0,0 83,4+3,8 100,0+0,0 58,0+6,2 100,0+0,0
SFE1% 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
SFN0,3% 56,4+11,4 96,2+29 10,8444 93,9+29 194+40 852+34
SFNO0,5% 97,3%3,3 100,0£0,0 96,1#5,7 96,8+1,8 89,7+11,7 96,616,8
SFN1% 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
c’ 100,0£0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
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5 CONCLUSAO

As solugdes filmogénicas preparadas mostraram ter boa eficiéncia
contra o crescimento de cepas de S. aureus, E. coli e C. albicans. Os
resultados indicaram que tanto as SFE como as SFN tém potencial
antimicrobiano quando comparadas com o controle positivo. De acordo
com os dados obtidos nos testes por difusdo em é&gar, as SFD com
concentracdes de 2 e 3% de OECA e OEOR foram as que apresentaram
melhores resultados, com halos entre 22-32, 17-23,5 e 23-25 mm contra
S. aureus, E. coli e C. albicans respectivamente, valores proximos e até
maiores dos halos do controle positivo (19,5-25 mm), o que indica boa
eficiéncia da solucdo filmogénica. E observado que nos testes por
difusdo as SFE foram mais eficientes do que as SFN o que
possivelmente ocorreu devido a presenca do surfactante anionico
utilizado para preparar as SFN. A migracdo do 6leo pode ter sido
impedida devido a interacdo eletrostatica entre as nanogotas de 6leo e a
parede celular do microrganismo, ambas carregadas negativamente.
Outra possivel explicacdo da reducdo da atividade antimicrobiana pode
ser que a formacdo de micelas possa ter limitado a dispersdo do 6leo
essencial, o que dificultou seu deslocamento até o microrganismo. Em
relacdo aos testes da CIM, os resultados das SFD ficaram semelhantes
com os da SFN, mas ainda assim os resultados das SFD foram melhores,
as que continham OEOR a CIM foi 0,3% contra a C. albicans, e 0,5%
contra E. coli e S. aureus, seguido das que continham OECA, onde a
CIM foi de 1% contra todos os microrganismos. Ja para as SFN, a CIM
foi contendo 1% de OECA e OEOR contra todos 0s microrganismos. Ao
comparar as metodologias, no caso dos testes da CIM ndo teve tanta
diferenca entre as SFD e as SFN pelo fato do produto esta diretamente
em contato com o microrganismo, 0 gque ndo ocorre no método por
difusdo. Os microrganismos Gram-positivos foram mais sensiveis ao
produto do que os Gram-negativos devido a diferente estrutura de sua
parede celular. Observou-se que as SFE e as SFN apresentaram boa
estabilidade em longo prazo frente ao crescimento das gotas de 6leo. Em
relagdo ao didmetro médio, houve pouca variacdo nos 30 dias de
armazenamento, o que indica boa estabilidade. Dessa forma, as solugdes
filmogénicas incorporadas com dleos essenciais podem ser consideradas
uma alternativa ambientalmente amigavel e segura, na qual podem
substituir os produtos comercialmente disponiveis utilizados para a
prevencdo da mastite bovina. Apesar dos resultados promissores, para
que estas solucgdes filmogénicas se tornem um produto de mercado de
fato, mais testes devem ser realizados. Sendo assim ficam algumas
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sugestdes para trabalhos futuros, como avaliar as propriedades do filme
em relacdo a adesdo, solubilidade em 4&gua, angulo de contato,
resisténcia mecéanica e, além disso, fazer testes de citotoxicidade em
células de bovinos, migracdo do 6leo essencial para o ar, tempo de
degradacdo do filme na pele e testes utilizando cepas de microrganismos
isoladas diretamente da mastite bovina.
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