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RESUMO

O processamento do maracuja gera toneladas de residuos com repercussao
ambiental. A semente do maracuja é rica em compostos bioativos com
caracteristicas antioxidante e antimicrobiana, tornando-se uma fonte alternativa para
obtencado de produtos funcionais. O objetivo deste trabalho consistiu em preparar e
caracterizar nanoparticulas de quitosana-goma arabica contendo 6leo da semente
de maracuja (NP-OSM) e avaliar a atividade antifingica do sistema frente aos
fungos fitopatogénicos Colletrotichum siamense e Aspergillus niger. O Oleo da
semente do maracuja (OSM) teve sua composicao previamente determinada através
da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
O OSM foi incorporado as nanoparticulas de quitosana-goma arabica (NP) a partir
de uma abordagem em duas etapas: emulsificacdo seguida de coacervacao
complexa. As propriedades fisico-quimicas das NP-OSM foram investigadas pelas
técnicas de espalhamento dindmico de luz (DLS), espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
de transmissdao (MET) e termogravimetria/calorimetria exploratéria diferencial
(TGA/DSC). As atividades antifungicas in vitro do OSM, das NP e das NP-OSM
foram determinadas através das analises das concentracdes inibitdrias minimas e
das alterac6es morfologicas nos fungos. A atividade antifungica in vivo das NP-OSM,
por sua vez, foi avaliada pela aplicacdo de cobertura a base de NP-OSM em
morangos previamente contaminados com Aspergillus niger. As NP-OSM
apresentaram estrutura densa e esférica, e seus tamanhos variaram entre 213,6 +
28,4 e 297,8 £ 118,9 nm. As analises de FTIR e TGA/DSC confirmaram o0 sucesso
da encapsulacdo. As NP-OSM apresentaram atividade antifangica contra ambos 0s
fungos avaliados, sendo capazes de causar danos severos as hifas dos mesmos. A
cobertura comestivel a base de NP-OSM reduziu notavelmente a infeccéo fungica
visivel em morangos armazenados sob refrigeracdo (10 + 2°C) por 12 dias em 40%,
tornando-se uma alternativa para o controle de infec¢des fungicas com aplicacdes

na agricultura e na industria de alimentos.

Palavras-chave: Fruticultura. Atividade antifungica. Residuos industriais.

Compostos bioativos. Nanotecnologia.



ABSTRACT

The processing of passion fruit generates tons of waste with environmental
repercussions. Passion fruit seed is rich in bioactive compounds with antioxidant and
antimicrobial characteristics, which makes it an alternative source for obtaining
functional products. Therefore, the aim of this research was to prepare and
characterize chitosan-gum arabic nanoparticles containing passion fruit seed oil (NP-
OSM) and to evaluate the antifungal activity of the system against phytopathogenic
fungi Colletrotichum siamense and Aspergillus niger. The composition of passion fruit
seed oil (OSM) was previously determined through the technique of gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). OSM was incorporated
into nanoparticles using a two-step approach: emulsification followed by complex
coacervation. The physicochemical properties of NP-OSM were investigated by
dynamic light scattering (DLS), Fourier transform infrared (FTIR), Scanning and
Transmission electron microscopy (SEM and TEM) and thermogravimetry/calorimetry
differential exploratory techniques (TGA/DSC). The in vitro antifungal activities of
OSM, NP and NP-OSM were determined by analyzing minimal inhibitory
concentrations and morphological changes in fungi. The in vivo antifungal activity of
NP-OSM was evaluated by applying NP-OSM based coating to strawberries
previously contaminated with Aspergillus niger. The NP-OSM showed a dense and
spherical structure, and their sizes varied between 213.6 £ 28.4 and 297.8 + 118.9
nm. FTIR and TGA/DSC analyzes confirmed the success of encapsulation. The NP-
OSM showed antifungal activity against both fungi, being able to cause severe
damage to their hyphae. NP-OSM based edible coating notable reduced the visible
fungal infection in strawberries stored under refrigeration (10 + 2°C) for 12 days by
40%, becoming an alternative to control fungal infections with applications in

agriculture and food industry.

Keywords: Fruit growing. Antifungal activity. Industrial waste. Bioactive compounds.
Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa o posto de maior produtor mundial de maracuja (nome popular
gue recebem varias espécies do género Passiflora) e o maior exportador de suco
concentrado da fruta. Essa producéo resulta na geracao de grandes quantidades de
residuos (cascas, bagacos e sementes), ou seja, partes da matéria-prima nao
utiizadas no processamento, representando um grande entrave da indUstria
alimenticia (COELHO; AZEVEDO; UMSZA-GUEZ, 2016; OLIVEIRA et al., 2016).

O numero de estudos reportados na literatura relacionados a extracao de
compostos de fontes naturais, principalmente de residuos gerados no
processamento de alimentos, bem como de produtos agricolas subutilizados, tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos (FREITAS et al.,, 2021). Estes
residuos podem ser fontes promissoras de compostos com aplicacdo em diversos
nichos industriais e tecnoldgicos, proporcionando beneficios econdmicos, além de
gerar mudangas significativas quanto aos riscos ambientais em producdes
ecologicamente sustentaveis (GUALBERTO et al.,, 2021; KHALITH et al.,, 2022;
MARMOL et al., 2021; VODNAR et al., 2017). A presenca de bioativos em sementes
de frutas permite que esses residuos industriais sejam transformados em fontes
alternativas de 6leos com propriedades funcionais como atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antiviral, entre outras (MARTIN et al., 2020; MELO et al.,
2019; PEREIRA et al., 2019; RODRIGUES et al., 2021). E, assim sendo, surge como

alternativa para o aproveitamento biotecnolégico das sementes.

As infec¢des causadas por microrganismos constituem um dos principais
problemas enfrentados pela cadeia produtiva de frutas, vegetais e gréos, uma vez
qgue reduzem a qualidade do fruto e a quantidade disponivel para comercializagéo,
levando a perdas econdmicas. Os fungos sdo responsaveis por cerca de 75% das
infeccbes causadas por patégenos, com destaque para os géneros Aspergillus e
Colletotrichum, causadores das doencas conhecidas como mofo-preto e antracnose,
respectivamente, que acometem morangos, uvas, tomates e frutas tropicais e geram
perdas econdmicas significativas em seus cultivos (MATROSE et al., 2020;
ROBERTO et al., 2019; SINGH; SHARMA, 2018). O uso crescente de fungicidas
quimicos no controle dessas infec¢cdes pode resultar em niveis de exposicao

elevados, tanto a curto como em longo prazo, para os humanos, bem como sua
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liberacio em quantidades substanciais no meio ambiente pode impactar
ecossistemas terrestres e aquaticos, além de contribuir para o surgimento de cepas
resistentes, o que diminui a eficiéncia dos tratamentos existentes. Diante disso,
pesquisadores tém buscado alternativas naturais que sejam seguras e eficazes que
possam preservar a qualidade das frutas e prolongar seu tempo de vida Uutil
(ROBERTO et al., 2019; ROMANAZZ| et al., 2016)

Diversos estudos tém relatado a atividade antimicrobiana de 6leos vegetais
frente a um amplo espectro de microrganismos, inclusive bactérias e fungos
fitopatogénicos (DABETIC et al., 2020; KARAOSMANOGLU et al., 2010; MEDINA et
al., 2013; MEKAWI; KHAFAGI; ABDEL-RAHMAN, 2019). A capacidade de inibir o
crescimento de microrganismos dos 0leos vegetais € atribuida principalmente a acao
de acidos graxos e compostos fendlicos presentes em sua composicao (DABETIC et
al., 2020; NAZZARO et al., 2019). No entanto, acidos graxos essenciais presentes
nos oleos, a exemplo dos &cidos linoleico e linolénico (bmega 6 e dmega 3,
respectivamente), sdo susceptiveis a reacdes de oxidacdo e degradacao,
principalmente na presenca de luz, oxigénio e umidade (SOARES et al.,, 2019;
JURIC et al,, 2020). Assim, a micro/nanoencapsulacdo é uma das principais
estratégias utilizadas na inddstria para minimizar tais efeitos degradativos durante o

processamento, distribuicdo e armazenamento (TIMILSENA et al., 2017).

Os materiais de parede desempenham uma funcéo importante em sistemas
de encapsulacéo, pois além de protegerem 0s compostos bioativos, determinam a
estabilidade e as caracteristicas das nanossistemas resultantes (DELSHADI et al.,
2020; KEDIA; DUBEY, 2018). A encapsulacdo de compostos bioativos, em especial
de Oleos vegetais e essenciais, em matrizes biopoliméricas tém apresentado
resultados promissores (ATTALLAH, 2020; CAMPO et al., 2017; SUN et al., 2021).

A quitosana, copolimero randémico formado pelas unidades de repeticéo
glucosamina e N-acetil-glucosamina, € um polissacarideo produzido principalmente
a partir da quitina presente no carapaca de crustaceos e moluscos, no exoesqueleto
e estruturas internas de insetos e na parede celular de alguns fungos, é um polimero
atoxico, biocompativel e biodegradavel (KUMAR et al., 2019; VERLEE; MINCKE;
STEVENS, 2017)(KUMAR et al., 2019; VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017). Este

biopolimero apresenta propriedades peculiares, que vém sendo estudadas em
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aplicacdes médicas, industriais e tecnoldgicas. A goma arabica (ou goma acacia) é
um agente encapsulante bastante utilizado, principalmente por apresentar
caracteristicas especificas de biocompatibilidade, boa formacdo de filme e

propriedade emulsificante (AVADI et al., 2010)

Estudos sobre nanossistemas contendo apenas constituintes naturais como
agente antimicrobiano ainda séo limitados. Mediante o exposto, o objetivo desse
trabalho consiste em preparar e caracterizar nanoparticulas de quitosana-goma
arabica contendo 6leo da semente de maracuja encapsulado e avaliar a atividade

antifingica desse sistema.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Preparar e caracterizar nanoparticulas de quitosana-goma arabica contendo

6leo da semente do maracuja e avaliar a atividade antifingica do sistema.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Caracterizar a composi¢cdo em acidos graxos livres do 6leo da semente do
maracuja (OSM);

° Preparar nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica e nanoparticulas
de quitosana-goma arabica contendo 6leo da semente do maracuja;

° Caracterizar as nanoparticulas brancas e as nanoparticulas contendo o 6leo
qgquanto ao tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta, pH,
morfologia, estrutura quimica e comportamento térmico;

° Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas contendo o 6leo;

° Avaliar o processo de liofilizacdo das nanoparticulas contendo o 6leo
utilizando diferentes crioprotetores;

° Avaliar a atividade antifungica in vitro do 6leo da semente do maracuja, das
nanoparticulas brancas e das nanoparticulas contendo o 6leo frente a cepas de
fungos fitopatogénicos Colletotrichum siamense e Aspergillus niger;

° Avaliar a bioatividade de cobertura comestivel a base de nanoparticulas

contendo o 6leo;
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3 REVISAO BIBLOGRAFICA

3.1 OLEO DA SEMENTE DO MARACUJA

O maracuja, nome popular de diversas espécies pertencentes ao género
Passiflora, & vastamente distribuido no continente americano, nos mais diversos
habitats e condic¢des climaticas (LUCARINI et al., 2019). O Brasil € o maior produtor
e consumidor mundial de maracuja amarelo (Passilfora edulis f. flavicarpa), o que
evidencia a importancia dessa atividade para a geracdo de renda e o0
desenvolvimento do agronegécio nacional (ARAUJO et al.,, 2020). Em 2019, a
producdo brasileira de maracuja foi de 593.429 toneladas, sendo as regifes
Nordeste, Sudeste, Norte, Sul e Centro-oeste responsaveis por 64%, 15%, 7%, 11%
e 2% da producdo, respectivamente. Em Pernambuco, pode-se destacar a
Mesorregido do S&o Francisco, responsavel por mais de 50% da producdo do
estado (IBGE, 2019).

Embora consumido in natura, a maior parcela da producdo do maracuja €
direcionada para a industria, onde s@o processados para a fabricacdo de polpas,
doces em conservas e suco concentrado da fruta, sendo este ultimo, o produto com
maior impacto econdmico no mercado do maracuja (ARAUJO et al., 2020). Holanda,
Estados Unidos, Porto Rico, Japdo e Alemanha sdo os principais importadores de
suco concentrado de maracuja produzido no Brasil e juntos respondem pela compra
de cerca de 76% da producido (COELHO; AZEVEDO; UMSZA-GUEZ, 2016).

As sementes correspondem entre 4 e 12% do peso total do maracuja
(ARAUJO et al., 2020). Esse percentual, quando aplicado sobre as toneladas de
maracujd processadas anualmente na industria, reflete a grande geracdo de
residuos do segmento. A semente do maracuja é rica em acidos graxos, fitoesterais,
tocoferdis, compostos fendlicos e carotenoides, podendo ser utilizada como fonte
alternativa de 6leos com propriedades funcionais antioxidantes e antimicrobianas.
Este tipo de reaproveitamento pode contribuir para a reducao do impacto ambiental
causado pela destinacao inadequada dos subprodutos, bem como para a agregacéo
de valor a cadeia produtiva do maracuja (COELHO; AZEVEDO; UMSZA-GUEZ,
2016; REGIS; RESENDE; ANTONIASSI, 2015).



21

Os métodos utilizados para a extracdo de Oleo a partir de sementes podem
ser agrupados em convencionais, que incluem prensagem mecanica e extragdo com
solventes, e alternativos, como extracdo assistida por ultrassom, extracdo com fluido
supercritico e extracdo com fluido comprimido (OLIVEIRA et al.,, 2016). Cada
processo gera O6leos com composi¢cdes variadas, rendimentos de extracdo
diferenciados e caracteristicas de estabilidade distintas. A selecdo do método mais
apropriado para a extracdo deve ainda levar em consideracdo critérios como a
necessidade de pré-tratamento da matéria-prima, o residuo solido gerado, o objetivo
de aplicacéo e as caracteristicas do 6leo (SAMPAIO NETO; BATISTA; MEIRELLES,
2018).

Apesar de apresentar algumas desvantagens como a perda de compostos
bioativos e reducdo da vida de prateleira dos 6leos, devido a exposicao a luz e
oxigénio, a prensagem a frio continua sendo um dos métodos mais utilizados na
extracdo de oleos (ARAUJO et al., 2020). E considerado um método bastante
vantajoso do ponto de vista ambiental por ndo requerer solventes, além de ser de
baixo custo e ndo causar degradacédo térmica dos compostos dos 6leos (OLIVEIRA
et al., 2016).

As sementes do maracuja ja sdo utilizadas na producdo de 6leo tanto na
indastria alimenticia, como na industria de cosméticos. Nesta uUltima de forma mais
expressiva (BARRALES; REZENDE; MARTINEZ, 2015; FERREIRA et al., 2011). Na
industria de cosméticos, o 6leo da semente do maracujd apresenta diversas
aplicacoes, sendo utilizado em formulagdes de sabonetes, cremes, xampus e locoes.
O acido linoleico (familia 6mega-6) presente no 6leo contribui para a restauracédo da
camada lipidica da pele, proporcionando hidratacédo e emoliéncia (PIANOVSKI et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2021). Além disso, a presenca de antioxidantes, tais como
compostos fenodlicos, permite que o 6leo da semente de maracuja seja utilizado na
prevencdo de danos a pele causados pela radiacdo solar e do envelhecimento
precoce (KRAMBECK et al., 2020; YAMAMOTO et al., 2016; YEPES et al., 2021).

O alto teor de acidos graxos insaturados (superior a 85%) do 6leo da semente
do maracuja justifica o seu alto valor nutricional, apresentando qualidade equivalente
a de outros 6leos comestiveis, como 6leo de soja, de girassol e de milho (LUCARINI

et al., 2019). Seus principais acidos graxos sao: acido linoleico (aproximadamente
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51-73%), acido oleico (13-21%), acido palmitico (8-15%) e acido linolénico (0-0,56%)
(LIMA; XAVIER-JUNIOR; STAMFORD, 2020; LUCARINI et al., 2019).

Os &cidos graxos poli-insaturados linoleico e linolénico, pertencentes as
familias 6mega-6 e Omega-3, respectivamente, estdo relacionados a diversas
funcdes, em diferentes fases da vida humana. Por exemplo, atuam no
desenvolvimento dos sistemas nervoso e imunoldgico, na regulacdo de expressao
génica; reduzem o colesterol e previnem doencas cardiovasculares fatais, diabetes,
hipertenséo, entre outras enfermidades (AYYILDIZ et al., 2015; SOARES et al., 2019;
MARANGONI et al.,, 2020). Estes acidos graxos séo classificados como &cidos
graxos essenciais, e devem ser obtidos por dieta, uma vez que o organismo humano

nao € capaz de sintetiza-los.

Estudos anteriores também indicam a semente do maracuja e o seu Oleo
como potencial alimento funcional, devido a sua acdo antioxidante e antibacteriana
frente a tanto cepas gram-negativas como gram-positivas, para este Ultimo grupo de
forma mais eficiente (OLIVEIRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2019; PUROHIT et al.,
2021), sendo esta propriedade atribuida a presenca de acidos graxos e compostos
fenodlicos, principalmente flavonoides, j4 citados, e carotenoides, fitoesterdis e
tocoferdis (DABETIC et al., 2020; NAZZARO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2016;
PEREIRA et al., 2019).

3.2 FUNGOS FITOPATOGENICOS E PERDAS POS-COLHEITA

A Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO)
estima que um terco da producdo mundial de alimentos destinados para consumo
humano, o que equivale a aproximadamente 1,3 bilhdes de toneladas, seja perdido
anualmente (FAO, 2011).

Frutas e vegetais (F&V) constituem uma das categorias de alimentos com
maiores percentuais de perdas ao longo da sua cadeia produtiva (FAO, 2019). F&V
Sao organismos vivos, gue mantém seu metabolismo ativo mesmo apos a colheita.
Séao altamente pereciveis devido a elevada susceptibilidade a desidratacdo, danos

mecanicos e deterioracdes microbianas, que resultam na reducédo da sua qualidade
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e da sua vida de prateleira, bem como em perdas econdmicas substanciais
(JAFARZADEH et al.,, 2021; NAIR et al.,, 2020). As infec¢bes flungicas sao
reconhecidas como a principal causa de perdas pos-colheita de frutas. Dentre os
principais fungos fitopatogénicos, podem-se destacar os pertencentes aos géneros
Aspergillus, Botrytis, Rhizopus, Mucor, Colletotrichum, Alternaria, Penicillium, entre
outros (HERNANDEZ et al., 2021; MATROSE et al., 2020).

A antracnose, doenca causada por fungos do genéro Colletotrichum, € uma
das infec¢cdes mais comuns que afetam diversos cultivos de importancia econémica
(DINAH et al., 2018). A espécie gloesporioides é considerada a principal causadora
da antracnose. No entanto, estudos filogenéticos recentes identificaram outras
espécies, a incluir C. chrysophilum, C. fragariae, C. fruticola, C. gloesporioides
stricto, C. queenslandicum, C. tropicale e C. siamense, associadas a antracnose em
frutas como caju e manga cultivadas no Brasil (LIMA; LIMA, 2015; VELOSO;
MARCOS; DOYLE, 2018). Aspergillus niger, espécie mais importante do género
Aspergillus, além de causar a infeccdo conhecida como mofo-preto, que se
caracteriza pelo amolecimento e escurecimento do tecido do fruto infectado e
desenvolvimento de um micélio escuro, pode produzir micotoxinas nocivas a saude
do consumidor (BARRETO et al., 2016; WANG et al., 2015).

A estratégia comumente utilizada no manejo destas doencas em frutos é
aplicacé@o de fungicidas quimicos sintéticos. No entanto, esses produtos encarecem
0 custo de producéo e seu uso indiscriminado pode causar efeitos negativos sobre
0s animais, humanos e o meio ambiente, além de reduzir sua eficiéncia ao induzir a
resisténcia de patégenos de plantas, o que gera a necessidade de se introduzir
novos produtos ou utilizar doses mais altas dos produtos ja existentes (FORTUNATI,
MAZZAGLIA; BALESTRA, 2019; MALERBA; CERANA, 2019).

Apesar de existirem trabalhos que comprovam a acao antibacteriana do Oleo
da semente de maracuja, estudos relacionados a atividade antifingica do 6leo nao
foram identificados até o momento. Além disso, sua baixa solubilidade em agua e
seu alto grau de instauracdo, que o torna susceptivel a reacdes de deterioracao,
limitam aplicacdo de forma direta do 6leo da semente de maracuja em diferentes
produtos (VASKOVA; BUCKOVA, 2015).
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3.3 NANOENCAPSULACAO

A encapsulacdo consiste em envolver absorver ou dispersar uma ou mais
substancias em estado sdlido, liquido ou gasoso, em uma matriz homogénea ou
heterogénea (ASSADPOUR; JAFARI, 2018; GHARANJIG et al., 2020; TIMILSENA
et al., 2017).

O termo nanoencapsulacdo se refere ao encapsulamento em capsulas ou
vesiculas pequenas em escala nanométrica (CARRILLO-INUNGARAY, M. ET AL.,
2016). Embora algumas legislacfes, principalmente da &rea farmacéutica e de
cosmeéticos, considerem que um material para que seja considerado em escala
nanometrica deve ter dimensdes entre 1 e 100 nm, o prefixo nano € comumente
utiizado para particulas com varias centenas de nanbmetros (ASSADPOUR,;
JAFARI, 2018; RODRIGUEZ et al., 2016).

Nanoparticulas ou nanocarreadores esféricos podem ser classificadas como
nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocapsulas consistem em vesiculas onde o
composto bioativo € encapsulado dentro de uma cavidade que consiste em um
nucleo liquido interno, circundado por uma membrana polimérica. E as nanoesferas
apresentam o bioativo uniformemente disperso em uma matriz (ASSADPOUR,;
JAFARI, 2018) (Figura 1).

Figura 1 - Diferentes formas de nanoparticulas:
nanocapsulas (a) e nanoesferas (b).

Nicleo
a) Ingrediente Ativo  ©)

/ Matriz

\ Ingrediente Ativo

Invoélucro

Fonte: Adaptado de Raza et al. (2020).

Nanoparticulas (bem como os nanomateriais de uma forma geral) podem
exibir propriedades quimicas, fisicas, opticas e biologicas (por exemplo, solubilidade,
absorcéo, cor, transparéncia, atividade catalitica, atividade antimicrobiana) Unicas

e/ou melhoradas quando comparados aos seus correspondentes em tamanho maior
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(SAIFI; KHAN; GODUGU, 2018; SUDHA et al.,, 2018). Este comportamento é
atribuido principalmente ao aumento da razdo entre area superficial e volume das
nanoparticulas, o que contribui para o0 aumento da reatividade quimica das mesmas,
uma vez que também as tornam mais disponiveis para interagir com outras
moléculas, particulas, sistemas e células (NASEER et al., 2018; SAIFI; KHAN;
GODUGU, 2018).

Apesar de o principal objetivo da incorporagédo de compostos bioativos em
nanoparticulas ser a protecdo destes contra fatores intrinsecos e extrinsecos,
(umidade, temperatura, luz, oxigénio, degradacédo enzimatica, pH), a reducdo do
tamanho das particulas e o aumento da area superficial e da reatividade das
mesmas, proporcionam também bons resultados em relacdo ao aumento da
solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade e liberacdo controlada de compostos
encapsulados (JAFARI, 2017; PRAKASH et al., 2018).

E importante destacar que na indGstria de alimentos é essencial a utilizag&o
de materiais aprovados para consumo humano (os chamados food grade) ou para
contato com alimentos. Além disso, estes materiais precisam ser resistentes as
condicbes de processamento, armazenamento e utilizacdo (AKBARI-ALAVIJEH;
SHADDEL; JAFARI, 2020). O potencial de aplicagdo das nanoparticulas depende
ainda de fatores como a concentracdo utilizada, o formato e o tamanho das

particulas (Yang et al., 2010).

3.4 QUITOSANA

A quitosana € um polissacarideo semicristalino linear, derivado da
desacetilacéo parcial da quitina, homopolimero abundante formando por residuos de
B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina (Figura 2). A quitina & sintetizada por um grande
namero de organismos, desempenhando um papel estrutural no exoesqueleto de
crustaceos, moluscos, anelideos e insetos, e nas paredes celulares de fungos e
leveduras (BASTIAENS et al., 2019; HU et al., 2004; KUMAR; SHAHID, 2020).

A quitosana é um dos biopolimeros mais utilizados na nanotecnologia (EL
KNIDRI et al., 2018; MALERBA & CERANA, 2019). E formada tipicamente por duas
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unidades de repeticdo: B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina e B-(1—4)-D-glucosamina
(VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017) (Figura 2), sendo reconhecida pelo seu
caracter renovavel e por suas propriedades fisico-quimicas e funcionais atraentes,
como a capacidade de formacao de filmes, de adsorcao e de quelacdo de metais,
atividade antimicrobiana, antitumoral e antioxidante, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e baixa toxicidade Por ser considerada um material GRAS
(Geralmente reconhecido como seguro, do inglés Generally Recognized as Safe)
pela FDA (EHF, 2012), a quitosana pode ser utilizada em aplicacbes em diversas

areas da ciéncia e tecnologia (KUMAR et al., 2019).

Figura 2 - Estrutura da quitina e da quitosana.
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Fonte: Adaptado de Sahariah et al. (2017).

A conversdo de quitina em quitosana em escala industrial utiliza, em quase
sua totalidade, matéria-prima (quitina) proveniente de conchas de crustaceos,
subproduto da atividade pesqueira, por meio de métodos bioldégicos ou quimicos
(YOUNES; RINAUDO, 2015). No entanto, a quitosana também esta presente
naturalmente como componente das paredes celulares de fungos em diferentes
estagios do seu ciclo de vida (BASTIAENS et al., 2019). Especialmente fungos
filamentosos da Ordem Mucolares (Classe dos Zygomicetos) tém se mostrado uma
fonte interessante para a extracdo da quitosana (BASTIAENS et al., 2019; BERGER
et al., 2018).

As propriedades fisico-quimicas e biolégicas da quitosana, por exemplo, sua
solubilidade, viscosidade, flexibilidade, biocompatibilidade e atividade antimicrobiana
e, por consequéncia, sua aplicabilidade, sé&o significativamente influenciadas pelo
peso molecular e grau de desacetilacdo do biopolimero (EL KNIDRI et al., 2018).
Estes parametros, geralmente utilizados para a caracterizagdo da quitosana séo, por

sua vez, afetados tanto pela fonte da matéria-prima, como pelo seu método de
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extracdo (HAMDI et al., 2019). Em geral, considera-se que para que a molécula seja
caracterizada como quitosana, seu grau de desacetilacao precisa ser superior a 50%
(EL KNIDRI et al., 2018).

A presenca dos grupos aminas primarios ao longo da sua estrutura conferem
a quitosana carater basico (base fraca), com pKa em torno de 6,3. Apesar de nao
ser soluvel em agua e na maioria dos solventes organicos comuns, em valores de
pH abaixo do seu pKa (6,3), 0s grupos aminas da quitosana sdo protonados (-NH3"),
tornando-a um polieletrélito catiénico soluvel em solugfes diluidas tanto de acidos
inorganicos (por exemplo HCI, HBr, HNO; e HCIO,), como de &cidos organicos
(como &acido citrico, lactico, acético e férmico) (EL KNIDRI et al., 2018; MORIN-
CRINI et al., 2019; SAHARIAH; MASSON, 2017). Nestas condi¢cbes, a elevada
densidade de carga positiva da quitosana lhe permite interagir com biomoléculas
negativamente carregadas estando, portanto, relacionada as diversas propriedades
do polimero como capacidade de bioadesdo, capacidade adsortiva, atividade
antimicrobiana, entre outras (GRIFOLL-ROMERO et al.,, 2018; SAHARIAH;
MASSON, 2017).

Véarios estudos demonstraram que a quitosana apresenta atividade
antimicrobiana frente a um amplo espectro de microrganismos (SAHARIAH;
MASSON, 2017; YOUNES et al., 2014). No entanto, 0 mecanismo exato da acdo
antimicrobiana ainda nao se encontra totalmente esclarecido. O mecanismo
geralmente aceito propde que a elevada densidade de carga positiva da quitosana
permite que ela se ligue eficientemente a carga negativa das membranas celulares
microbianas, alterando sua polaridade e permeabilidade, o que causa o
extravasamento de componentes intracelulares importantes como proteinas e ions,
e Ihe permite adentrar a célula. Uma vez no interior da célula, a quitosana é capaz
de interagir com o DNA, alterando sua conformacéo e inibindo a sintese de acidos
nucleicos e proteinas. Esses processos resultam na morte celular (FERREIRA,;
NICOLETTI, 2021; VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017).

A propriedade antimicrobiana da quitosana tem sido vastamente utilizada pela
indUstria alimenticia, nas mais diversas matrizes, tais como bebidas, produtos
carneos, frutas, vegetais, entre outros (TIAN; LIU, 2020). No caso da aplicacdo em

frutas, por exemplo, coberturas a base de quitosana tém efeito duplo. Além da
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atividade antimicrobiana, a cobertura cria uma barreira semipermeavel ao redor da
fruta, que modifica o ambiente interno, regula de forma eficaz as trocas gasosas,
desacelera a respiracdo e os processos metabolicos e retarda o amadurecimento
(MELO et al., 2018).

Cada monbmetro da cadeia polimérica da quitosana apresenta 3 grupos
funcionais reativos: 2 grupos hidroxilas, sendo o primeiro deles no carbono
secundario C-3 e o segundo, no carbono primario C-6; e um grupo amino no
carbono secundario C-2 (Figura 3). Além de tornarem a quitosana susceptivel a
modificacdes quimicas, ao possibilitar a interacdo com diversos tipos de moléculas,
estes grupos funcionais permitem ainda a conversao da quitosana em diferentes
formas como matrizes, géis, membranas, micro e nanoparticulas (DIVYA; JISHA,
2018; EL KNIDRI et al., 2018).

Figura 3 - Grupos funcionais da molécula de quitosana.
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Fonte: Adaptado de Sahariah et al. (2017)

As nanoparticulas de quitosana apresentam, portanto, as ja discutidas
caracteristicas fisico-quimicas e biologicas favoraveis do polimero, além de suas
“biopropriedades”, as quais se encontram aperfeicoadas ou alteradas na forma de
nanomateriais (DIVYA; JISHA, 2018). Com destaque para o alto potencial
antimicrobiano, visto que, o tamanho pequeno e a alta densidade de carga,
aumentam a interagdo entre o polimero e a superficie negativamente carregada das
células dos microrganismos, e, consequentemente, potencializa sua atividade contra
fungos e bactérias (KUMARASWAMY et al., 2018).

Nanoparticulas de quitosana tém sido vastamente utilizadas como
carreadores de compostos bioativos em aplicacdes biomédicas (transporte de

drogas, genes, vacinas), na agricultura (promocdo do crescimento e no controle de
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praga nas plantas), além de atuar como suporte para a imobilizacdo de enzimas em
diferentes areas (biomédica, tratamento de agua residual, industria de alimentos)
(DIVYA; JISHA, 2018).

Patel et al. (2019) avaliaram o efeito antibiofiime de nanoparticulas de
quitosana contendo o antibiético ciprofloxacin e funcionalizadas com alginato-liase
sobre o biofilme produzido por P. aeruginosa obtido de amostras de clinicas de
pacientes com fibrose cistica. Foram comparados tratamentos com o antibiético puro,
antibiodtico+enzima, nanoparticulas contendo apenas o antibidtico e nanoparticulas
contendo o antibidtico funcionalizadas com alginato-liase. Nos ensaios de
concentracdo inibitéria minima contra a P. aeruginosa, 0s tratamentos com
nanoparticulas proporcionaram uma inibicdo prolongada do crescimento microbiano

mesmo com uma dose pequena (0,125 pg/mL) até 48 h. Enquanto os outros

tratamentos ndo conseguiram manter a atividade. Comportamento atribuido a maior
capacidade de penetracdo das nanoparticulas e a liberacao sustentada do farmaco

promovida por estas.

Muthukrishnan et al. (2019) utilizaram nanoparticulas de quitosana como
carreadores de tiamina (Vitamina B1), a fim de aumentar a estabilidade da tiamina,
uma vez que as vitaminas sdo bastante sensiveis as condicdes ambientais adversas.
Os autores avaliaram os efeitos das nanoparticulas no crescimento e na protecdo
contra a murcha causada por Fusarium oxysporum f. sp. ciceri (FOC) em gréao de
bico (Cicer arietinum). As nanoparticulas contendo tiamina, obtidas pelo método de
gelificacdo ibnica com tripolifosfato pentassédico (TPP), promoveram um percentual
de germinacdo das sementes de 90%. Este valor € 15% superior a porcentagem
obtida para sementes nédo tratadas. A aplicacdo foliar melhorou significativamente
todos os parametros estudados relacionados ao crescimento, com destaque para a
formacdo de raizes secundarias nas mudas, o que proporciona um aumento na
captacdo de &gua e nutrientes do solo e pode auxiliar na reducdo do uso de

fertilizantes.

Choudhary et al. (2019) aplicaram nanoparticulas de quitosana carregadas
com zinco no cultivo de milho. As nanoparticulas apresentaram atividade antifingica
significativa contra Curvularia lunata e significativa inibicdo do crescimento micelial,

entre 47,7% e 65,2% para tratamentos com nanoparticulas contendo zinco com
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concentracéo entre 0,08% e 0,16%. A germinagao de esporos foi controlada entre
50,5% e 73,3% para todas as concentracdes (0,01%-0,16%). Além disso, houve
aumento nos niveis de todas as enzimas de defesa investigadas. Apds a aplicacao
foliar, as lesdes relacionadas a doenca da murcha, causada por C. lunata,
apareceram nas plantas controle entre 3-4 dias ap0s a inoculacdo, enquanto que
nas plantas tratadas com nanoparticulas, as lesfes apareceram menores e somente
apos 7-8 dias apos inoculacdo. As nanoparticulas, portanto, conseguiram reduzir a
severidade da doenca. A liberacdo gradual do composto ativo (Zn) € uma das
principais vantagens da nanoencapsulagéo, o que mantém a sua atividade biolégica
por mais tempo, aumentando sua eficiéncia, além de evitar sua perda e a possivel

poluicdo ambiental (HE; DENG; HWANG, 2019; IAVICOLI et al., 2017).

Nadaroglu et al., (2019) utilizaram nanoparticulas magnéticas de quitosana
(Fe;0O,@CS) na imobilizacdo de laccase de Weissella viridescens LB-37 aplicadas
na degradacao de alguns corantes azo (Direct Blue-15, Evans-Blue, Reactive Black-
5, Acid Red-37). Em termos de reutilizacdo, a enzima imobilizada conseguiu reter 47%
de sua atividade apés 10 ciclos. Resultado bastante interessante do ponto de vista
industrial. Apesar da maxima atividade para a enzima livre e para a enzima
imobilizada terem sido atingidas nas mesmas condi¢cdes de temperatura e pH, 30 °C
e pH 6,0, a atividade da enzima imobilizada foi maior e esta se mostrou mais
resistente a variacdes das condi¢cdes ambientais. A enzima solluvel perdeu cerca de
67% de sua atividade apdés 2 horas a 80 °C, enquanto a perda da enzima
imobilizada foi de apenas 20%, nas mesmas condi¢cdes. Em relacéo a aplicacao final
(remocao de corantes), ap6s a adicao de H,0O,, a enzima imobilizada alcancou os
maiores percentuais de remocao para RB5, DB15 e EB, que foram 93%, 95% e 96%,

respectivamente.

A Tabela 1 retne aplicagbes recentes de nanoparticulas de quitosana como
transportadoras de diferentes compostos bioativos como Oleos essenciais e

compostos nutracéuticos na industria de alimentos, bem como seus efeitos.
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compostos bioativos em Alimentos.

Tabela 1 - Aplicac6es recentes de nanoparticulas de quitosana como carreadoras de

Bioativo

Limitacao

Aplicacao Principais efeitos Ref.
Embalagem de Protecéo e Ilber,ac;ao
. 2 controlada do oleo. :
Oleo de . queijo - R Lin et al.
) Alta volatilidade. . Potencializacdo a
moringa nanofibras de - (2019)
: atividade
gelatina. S :
antimicrobiana.
Agente
antimicrobiano
Lisozima Instabilidade aplicado na Aumento da Wu et al.
' forma direta ou estabilidade. 2017)
incorporado em
embalagens.
Oleo de Alta volatilidade e

cravo-da-india

baixa solubilidade

Liberac&o in vitro
Conservante em controlada por 56 dias e Hasheminejad

) alimentos. maior atividade etal. (2019)
em agua . .
antimicrobiana.
) Inst:e;brllcliciiageesem Usado como Aumento da
Oleo de ambie(;tais conservante, estabilidade térmica, Hadidi et al.
cravo-da-india tempero e atividade antioxidante e (2020)
adversas e o ;
" corante. antimicrobiana.
volatilidade.
, ;%Zirrt\lf;aa%acrjae Além da atividade Ceu et al
Oleo de Alta instabilidade vag antimicrobiana, '
P - pepinos - )’ (2018)
cravo-da-india e volatilidade. e conservagéao dos
microfibras de A .
. parametros sensoriais.
gelatina.
Agente

) antimicrobiano
Ole_o Alta instabilidade contra patégenos Potenc_nghzac_;ao a Sotelo-Boyas
essencial de - de origem atividade
: e volatilidade. : o : et al. (2017)
lima alimentar para antimicrobiana.
aplicacbes em
embalagens.
depr?\?;gjoesoze Baixa Potencial Aumento da absorcdo e  Zhao et al.
peixe biodisponibilidade nutracéutico. da biodisponibilidade. (2019)
Int.e.ra(;ao da Bioconservante - Controle do crescimento
nisina com L . : .
- Aplicagdo em microbiano e Zimet al.
Nisina componentes da
I ... embalagem para consequente aumento (2018)
matriz alimenticia, ,
. - bife fresco.
baixa solubilidade.

Continua...

de tempo de prateleira.
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Interacéo da

nisina com

Aprovada com

aditivo em Atividade
- componentes da . o . . Lee et al.
Nisina R iy alimentos. antimicrobiana. Efeito
matriz alimenticia o S (2018)
e baixa Aplicacdo em sinérgico QUI-NIS.
solubilidade, ~ SUCC de laranja.
Dieta
Solubilidade Suplementar.
< limitada em agua Alimentos Prevencéo da oxidagdo Haider et al
Oleo de Krill e rapida funcionais (fonte do gleo de Kiil ¢ (2017) '
instabilidade a de dleo poli- '
oxidacao. insaturados
Omega 3).
Imobilizagéo de
Instabilidade, enzimas. M 50 d D |
. erda da atividade  Producéo de . _anutengao, 2 eng et al.
galactosidade P atividade catalitica. (2020)

catalitica.

alimentos sem
lactose.

Cobertura para

Conservacao por até 11
dias (4 dias de

Zarandona et

Acido galico conservagao de extensao) e retardo da al. (2021)
files de peixe. T
oxidagéo lipidica
Atividade antimicrobiana
Oleo ~ e reducéo da influéncia
. Preservacéo de . Bento et al.
essencial de - do odor e sabor do 6leo
. suco de frutas. A (2020)
laranja doce. na aceitabilidade do
produto.
OIe_o Aplicagdo como Aumento da
essencial de y P
~ . . conservante e estabilidade térmica, Shetta et al.
hortela- Alta instabilidade. L - -
. . antioxidante atividade antioxidante e (2019)
pimenta e cha L ;
natural. antimicrobiana.
verde
Extrato de Embalagem para Aymento}da_
~ estabilidade térmica e .
casca de . conservacao de ~ Cui et al.
~ Instabilidade. reducdo das contagens
roma carne de porco . L (2020)
. : . bacterianas (atividade
(polifendis) (filme de zeina). o :
antimicrobiana)
. ~ Liberacdo controlada,
Utilizacdo como 4 -
. retencdo da atividade
Catequina e alimentos antioxidante e aumento
quin Instabilidade. funcionais ou L Li et al. (2018)
guecertina o ) da atividade
antimicrobianos

e antioxidantes.

antimicrobiana (pela
liberacdo sustentada).

Continua...
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Continuacao da Tabela 1.

Aumento da atividade
antioxidante (retardo da

Matriz alimentar Cobertura S
. ) oxidacao lipidica e do
Oleo complexa que (quitosana- .
: - : escurecimento), Zhang et al.
essencial de pode limitar a gelatina) para a . L
~ O ~ atividade antimicribiana (2020)
estragdo bioatividade do  conservacao de .
. e aspectos sensoriais
oOleo. carne de porco. ~
(cor e odor). Extensao
da validade do produto.
. Melhora das
Oleo ~ . A o
: Incorporacdo em propriedades mecéanicas Vahedikia et
essencial de - . . L .
. filmes de zeina. e antimicrobiana do al. (2019)
cinamomo .
filme.
Corante em Aumento de 12x a Zhang et al
Luteina Baixa solubilidade : solubilidade em agua da g '
alimentos. lutei (2016)
uteina.
Aumento da
- estabilidade térmica,
Instabilidade, e - ..
. g Clarificacéo de manutencdo da Sojitra et al.
Pectinase  perda da atividade L o
e sucos de fruta. atividade catalitica (2017)
catalitica. . :
mesmo apos 7 ciclos
(alta durabilidade)
Melhora das
propriedades mecanicas
Resveratrol i Embalagem ativa e promocgéo de atividade Glaser et al.
de alimentos. antimicrobiana e (2019)
antioxidante a
embalagem.

Fonte: A autora (2021).

3.5 GOMA ARABICA

7

A goma ardbica, também conhecida por goma acécia, € o exsudato seco
obtido do tronco de arvores do género Acacia, em especial Acacia Senegal e Acacia
seyal, encontradas principalmente na regido africana de Sahe, no Sudao (A. et al.,
2012; SAHA et al., 2017). Sua composi¢cao quimica € complexa, podendo variar de
acordo com sua fonte, idade das arvores das quais foram obtidas e condicdes
ambientais, como clima e qualidade do solo (DAUQAN; ABDULLAH, 2013).

A estrutura da goma arabica consiste basicamente de 3 fragdes principais: a

maior delas € um polissacarideo extremamente ramificado, no qual moléculas de

B(1—3) galactose funcionam como uma haste e arabinose e ramnose (que terminam
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em acido glucurénico) servem como ramificacdes. O acido glucurdnico € encontrado
na natureza geralmente na forma de sais de calcio, potassio e magnésio. A segunda
fracio é um complexo arabinogalactana-proteina, estando a cadeia de
arabionagalactana ligada covalentemente a proteina através dos grupos serina e
hidroxiprolina. Por fim, a menor das fragcdes é uma glicoproteina (Figura 4) (DROR;
COHEN; YERUSHALMI-ROZEN, 2006; RAJABI et al., 2019).

A goma arabica € altamente sollvel em agua (até 50% m/v) e apresenta
baixa viscosidade, quando comparada com outras gomas. Tais propriedades sao
atribuidas a estrutura altamente ramificada, ao seu pequeno volume hidrodinamico,
além do relativo baixo peso molecular (DAUQAN; ABDULLAH, 2013; IZYDORCZYK
et al., 2005). E biocompativel, biodegradavel, ndo toxica, sendo considerada um
aditivo alimentar seguro segundo a FDA (DAVE; GOR, 2018; TAN et al., 2016).

Figura 4 - Estrutura da goma arabica.

CHIOH
CHI0H >
o HO
HO CH:0H o
0
°\ HO, 0
COOH OH o
™) 0, A=Arabinosyl OH
R2 R2=Gal— 3 Ara
0 0, OH
HO : 0 CH20H
H pA
OH CHzOH HO
o 0
CH20H S N
OH OH o

R1=Rha— 4GlcA

0
R2 Hi

A OH R3zAra==3 Ara—3 Ara

0
I

CH2

HO 0 HO o

OH
@ (1—3)linked p-D-galactopyranosy () (1—+3)-linked B-0-galactopyranosy

Fonte: Zhao et al. (2015).
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Este biopolimero tem sido vastamente utilizado em aplicacdes industriais
como estabilizante, espessante e emulsificante nas industrias farmacéutica e de
alimentos (DAVE; GOR, 2018). Outras industrias que utilizam a goma arabica, de
maneira menos expressivas sdo a industria de téxtil, de ceramica, de papel e de
cosméticos (DAUQAN; ABDULLAH, 2013).

A baixa viscosidade e a alta solubilidade da goma arabica viabilizam o seu
uso como agente encapsulante para retencdo e protecdo de compostos bioativos,
sendo utilizado principalmente na encapsulacdo de Oleos, uma vez que produz
emulsdes estaveis no caso da maioria dos 6leos, em ampla faixa de pH, bem como

por sua habilidade de formar filmes (A. et al., 2012).

A parte proteica (hidrofébica) da goma ardbica funciona como um
emulsificante, adsorvendo na superficie das goticulas de 6leo, enquanto a parte do
carboidrato (hidrofilica) impede a floculacdo e coalescéncia das gotas através de

repulsao eletrostatica e forcas estéricas (IZYDORCZYK et al., 2005).

3.6 SINTESE DE NANOPARTICULAS: COACERVACAO COMPLEXA

Em geral, existem trés abordagens envolvidas na sintese de nanoestruturas
de diferentes materiais: “top-down”, “
ALAVIJEH; SHADDEL; JAFARI, 2020; FRANCISCO; GARCIA-ESTEPA, 2020;

PRAKASH et al., 2018). O processo “top-down” gera estruturas de dimensdes nano

bottom-up” ou a combinagao destas (AKBARI-

através de processos fisico-quimicos a partir de uma estrutura nativa de tamanho
maior que se divide em particulas finas por desintegracfes sucessivas utilizando
varias operagdbes como, por exemplo, moagem, micro fluidificacdo ou
homogeneizagdo (AKBARI-ALAVIJEH; SHADDEL; JAFARI, 2019; YADAV et al.,
2019). Ja na metodologia “bottom-up”, as nanoparticulas séo sintetizadas utilizando
meétodos quimicos e biolégicos por automontagem de atomos ou moléculas em
novos nucleos que crescem em dimensfes de nanoescala ou pela formagédo de
coacervados de proteina-polissacarideos (AKBARI-ALAVIJEH; SHADDEL; JAFARI,
2020; VILLENA DE FRANCISCO; GARCIA-ESTEPA, 2018).
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Dentre os diferentes métodos utilizados na sintese de nanoparticulas de
quitosana, pode-se citar: emulsificagdo, gelificagdo idnica, coacervacao, micelas
reversas, nanoprecipitacdo, e métodos baseados em equipamentos especializados
como spray dryer e eletrospraying. As propriedades fisico-quimicas da quitosana tais
como peso molecular e grau de acetilacdo, bem como o método de producdo das
nanoparticulas influenciam diretamente a forma, o tamanho e a carga superficial das
nanoestruturas (AKBARI-ALAVIJEH; SHADDEL; JAFARI, 2020; AL-DHABAAN et al.,
2018; RASHKI et al., 2021).

A coacervacédo consiste no fendmeno fisico-quimico de separacdo das fases
de um sistema coloidal desencadeada por fatores externos, por exemplo, alteracdes
no pH, forga idnica, temperatura e solubilidade do meio sob condi¢cdes especiais de
reacao. A fase “rica” em coloides € denominada coacervato, enquanto a fase “pobre”
em coloides é conhecida como fase de equilibrio (HECKERT BASTOS et al., 2020;
TIMILSENA et al., 2019).

A coacervacdo € considerada uma das tecnologias mais utilizadas na
encapsulacdo de ingredientes alimenticios e farmacéuticos. Além das condi¢des
brandas de operagédo, tais como baixas temperaturas e auséncia de solventes
guimicos perigosos, a coacervagao complexa apresenta uma série de vantagens
comparada as outras técnicas de encapsulacdo, a incluir: alta eficiéncia de
encapsulacdo, baixa concentracdo dos polimeros envolvidos, liberacdo controlada,
aumento da estabilidade e protecdo dos compostos bioativos nanoencapsulados
contra condi¢cdes ambientais adversas (FERREIRA; NICOLETTI, 2021; GHARANJIG
et al., 2020; MARQUES DA SILVA et al., 2015; VUILLEMIN et al., 2019).

A coacervacdo complexa resulta da interacdo coloidal entre dois ou mais
polimeros de cargas opostas, geralmente uma proteina e um polissacarideo,
formando complexos insolUveis devido a repulsdo ao solvente (AKBARI-ALAVIJEH,;
SHADDEL; JAFARI, 2020; HECKERT BASTOS et al., 2020; TIMILSENA et al., 2019).
Na literatura, sdo reportados inumeros pares de biopolimeros utilizados na
encapsulacdo tanto de substancias hidrofébicas com hidrofilicas por coacervagao
complexa. Dentre as proteinas, pode-se citar gelatina, proteinas do soro de leite,
proteina de soja, albumina do ovo. Ja os polissacarideos incluem alginato, quitosana,

goma arabica, carboximetilcelulose, entre outros (TIMILSENA et al., 2019).
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Além da interacdo eletrostatica entre os polimeros de cargas opostas,
principal for¢ca envolvida no processo de coacervagao, outros parametros a serem
considerados no processo sdo a razao entre a massa dos biopolimeros envolvidos,
a densidade de carga dos mesmos, a concentracao de sal e o pH do meio reacional
e a estabilidade e solubilidade dos complexos formados (FERREIRA; NICOLETTI,
2021).

Em valores acidos de pH, a biomolécula da quitosana torna-se positivamente
carregada devido a protonagdo dos grupos aminas, o que lhe permite interagir com
outras moléculas negativamente carregadas (RAJABI et al.,, 2019). Quando o pH
estd acima de 2,2, os grupos carboxilas da goma arabica sdo largamente
dissociados, levando a abertura da molécula da goma em uma estrutura expandida
com grande quantidade de sitios ativos negativos (OLIVEIRA et al., 2018; TAN et al.,
2016). Diversos estudos tém mostrado que os grupos aminos da quitosana podem
interagir com o0s grupos carboxilas da goma ardbica formando micro ou
nanocomplexos ao redor de goticulas de Oleos promovendo uma barreira de
protecdo contra sua deterioracdo (Figura 5) (HAN et al., 2020; TAN et al., 2016).
Comparada a outros polissacarideos, a goma ardbica demonstrou ter mais sitios de
interacdo e carga negativa para interacdo com a quitosana carregada positivamente
(AVADI et al., 2010). Sendo, portanto, uma combinacéo eficiente para a formacéao de

complexos.

Figura 5 - Esquema da interacdo entre quitosana e goma arabica.

QuI ‘
| Fase oleosa

Nanoparﬁcm de QUI/GA

Fonte: Adaptado de Han et al. (2020).
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Diante do potencial apresentado pelas sementes do maracuja como fonte de
0leos com propriedades funcionais antioxidantes e antimicrobianas, é importante o
desenvolvimento de estratégias que permitam o reaproveitamento desses residuos,
de forma a agregar valor a cadeia produtiva do maracuja, bem como de proporcionar

beneficios do ponto de vista social, vista ambiental, cientifico e tecnolégico.

Parte desta revisdo bibliografica foi publicada como capitulo de livro (NUNES
et al., 2021), DOI 10.37885/210303528.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

O Oleo da semente de maracuja (Passiflora edulis f flavicarpa) foi extraido
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Microbiologia Aplicada (LAMAp) da UFPE
a partir de sementes doadas pela empresa Oriente Polpas de frutas, localizada na
Regido Metropolitana do Recife. As sementes foram previamente lavadas em agua
corrente e higienizadas com solucdo de hipoclorito de sodio 1,0% (v/v) durante 15
minutos. Apds nova lavagem com agua corrente, foram secas durante 12 horas a
40°C em estufa de circulacdo de ar e resfriadas a temperatura ambiente em
dessecador (FERREIRA et al., 2011; REGIS; RESENDE; ANTONIASSI, 2015). O
Oleo bruto, obtido pelo método de prensagem a frio em prensa manual Piteba, foi
armazenado em frasco ambar rosqueado e mantido a -18°C (MALACRIDA; JORGE,
2012).

Quitosana de baixo peso molecular (grau de desacetilacdo entre 75 e 85%) e
Tween 80 (HLB 15,0) foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A
goma arébica (Acacia senegal) foi obtida na Dindmica (Diadema, Sao Paulo, Brasil).
Agua ultrapura foi obtida utilizando um sistema de purificacéo Millipore (Milli-Q Plus,

Millipore Corp., Massachusetts, EUA).

4.2DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DA SEMENTE
DE MARACUJA

O Oleo extraido das sementes teve sua composicdo determinada através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). Previamente,
foram preparados ésteres metilicos de acidos graxos utilizando método descrito por

Joseph e Ackman (1992) com adaptacdes conforme apresentado no Topico 4.2.1.

4.2.1 Derivatizacdo para ésteres metilicos de acidos graxos

Inicialmente, pesou-se aproximadamente 150 mg de o6leo, que foram

ressuspensos em 2 mL de cloroférmio. Adicionaram-se entdo 2 mL de solugédo de
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NaOH (0,5M) em metanol e a mistura foi aquecida em banho maria a 100°C por 5
minutos para a completa dissolu¢cdo. Em seguida, adicionaram-se 2 mL de BF3 em
metanol (1,3M) em atmosfera inerte e deixou-se sob refluxo por 30 minutos. Depois,
a mistura foi resfriada e transferida para um funil de separacdo juntamente com
20mL (4 porcbes de 5mL) de heptano. Agitou-se vigorosamente por 1 minuto e
esperou-se a separacdo das fases. Coletou-se a fase heptano (superior), organica,
desprezando a fase aquosa (inferior). Secou-se a fase organica em sulfato de sodio
anidro e filtrou-se em papel de filtro. Por fim, purificou-se e dividiu-se a fragédo obtida
em cromatografia em coluna utilizando-se gradiente de eluentes (heptano puro,
heptano 1:1 diclorometano e diclorometano puro), sendo o volume de solventes de
cada fracdo reduzido sob fluxo de nitrogénio a temperatura ambiente antes da
analise por cromatografia gasosa (JOSEPH ; ACKMAN, 1992).

4.2.2 Anélise cromatografica por GC-MS dos ésteres metilicos de &cidos

graxos

Os ésteres metilicos foram analisados pela injegdo de 1 ul da fase organica
no cromatografo gasoso acoplado ao espectrébmetro de massa (GC-MS) em um
sistema quadrupolo Agilent 5975C Series GC-MS (voltagem do filamento: 70 Ev;
voltagem do detector: 1,3 KV) (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com
uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0.25 ym espessura da
pelicula). A aquisicdo de dados do detector de massa foi feita no modo scan, com
tempo de aquisicdo de 36,75 min e corte do solvente em 3,25 min; faixa de massas:
35 a 550 a.m.u (unidade de massa atdmica. Hélio (99,9999%) foi utilizado como géas
de arraste com fluxo de 1,0 mL.min. A temperatura do forno do cromatégrafo foi
programada como segue: temperatura inicial de 150 °C mantida por 2 minutos,
aumento de 150 °C para 230 °C a uma taxa de aquecimento 5 °C/min e temperatura
final mantida por 7 min, temperatura do forno novamente ajustada até 260 °C, a uma
taxa de aquecimento de 4 °C.min, sendo a temperatura final mantida por 7,5
minutos. A temperatura do injetor foi de 230 °C e a temperatura da interface foi de
260 °C.

Os ésteres metilicos de acido graxos foram identificados pela co-injecdo com
padrdo de &cido graxo (F.A.M.E. Mix C4-C24) (F.A.M.E Mix Supelco® 37, Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO, EUA), bem como pela comparacao por similaridade de seus
espectros de massa com aqueles disponiveis na biblioteca do espectrometro de
massas do National Institute of Standards and Technology (NIST, Wiley). Os ésteres
graxos foram entdo quantificados através da técnica de cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama (GC-FID) utilizando equipamento Thermo Trace GC
Ultra (Thermo Scientific, Mildo, Italia) equipado com uma coluna VB-5 (30 m de
comprimento, 0,25 mm interno didametro, 0,25 ym de espessura), nas mesmas
condicdes utilizadas para a andlise de GC-MS (SOUZA et al., 2021). Os
procedimentos foram realizados no Laboratério de Cromatografia do Departamento
de Quimica da UFPE.

4.3PREPARACAO DAS SOLUCOES POLIMERICAS

A solucéo de quitosana (1,0% (m/v)), pH~4,0) foi preparada pela dissolucao
da quitosana de baixo peso molecular em solucdo aquosa de acido acético 1,0%
(v/v) sob agitacdo magnética (800 rpm), em temperatura ambiente, durante a noite.
A goma arabica (2,0% (m/v), pH~5,0) foi dispersa em agua ultrapura, sob agitacédo

magnética (800 rpm), até completa dissolucéo.

4.4PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA-GOMA ARABICA
CONTENDO OLEO DA SEMENTE DE MARACUJA (NP-OSM)

As nanoparticulas de quitosana-goma arabica contendo o 6leo da semente de
maracuja (NP-OSM) foram preparadas com base na metodologia descrita
previamente por Rutz et al. (2017) com algumas modificacbes. Inicialmente o
procedimento consistiu na emulsificacdo entre a solucdo de quitosana 1,0% (m/v), o
Tween 80 (HBL 15,0) e diferentes quantidades de OSM, conforme a Tabela 2. A
mistura foi homogeneizada em ultra-turrax (T25, IKA, Alemanha) a 8000 rpm durante
5 minutos, para formacdo da emulsdo e mantida sob agitagdo magnética (400 rpm)
por 30 minutos. Posteriormente, as nanoparticulas foram formadas pela adigdo por
gotejamento com o auxilio de uma seringa adaptada, da solucdo de goma arabica
2,0% (m/v) a emulsdo. O sistema foi mantido sob agitacdo por 30 minutos para

permitir a completa complexacdo entre os polimeros. As dispersdes de


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ms-contin
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nanoparticulas foram submetidas a centrifugacdo (2.000 rpm) por 10 minutos.
Nanoparticulas brancas de quitosana-goma ardbica (NP) foram preparadas
seguindo o mesmo procedimento, sem a adicdo do OSM, de forma a avaliar a

influéncia do 6leo nas nanoparticulas.

Tabela 2 - Composicéo das formulacdes.

Polimeros (material de parede)

Formulagéo POL:OSM Quitosana Goma arabica Total OSM Tween 80
(m/m) (mg)  (mg)
(mg) (mg) (mg)

NP 1:0 150,0 300,0 450,0 0 130,0
NP-OSM-0,25  1:0,25 150,0 300,0 450,0 1125 130,0
NP-OSM-0,50 1:0,50 150,0 300,0 450,0 225,0 130,0
NP-OSM-0,75  1:0,75 150,0 300,0 450,0 3375 130,0

POL: Polimeros; OSM: 6leo da semente de maracuja.
Fonte: A autora (2021).

A estabilidade das nanoparticulas (em triplicata) foi avaliada através do seu
aspecto macroscopico e dos valores de tamanho de particula, indice de
polidispersao, carga superficial e pH, como descrito a seguir. As amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo (4°C) e analisadas apés 7, 21, 30 e 60 dias para

acompanhar possiveis mudancas nos parametros.

4.5AVALIACAO DO PROCESSO DE LIOFILIZACAO

Apoés a preparacdo, nanoparticulas contendo o 6leo da semente do maracuja
(NP-OSM) também foram avaliadas quanto ao processo de liofilizacao utilizando
5,0% (m/v) de manitol e de trealose como agentes crioprotetores. Os crioprotetores
foram adicionados individualmente as dispersdes de nanoparticulas recém-
preparadas apds a etapa de centrifugacédo e dissolvidos sob agitacdo magnética
suave durante 5 minutos (GOKCE et al., 2014; RAMPINO et al., 2013). Em seguida,
as amostras foram congeladas a -80 °C durante 24 horas e submetidas a liofilizacao
em equipamento EZ-DRY (FTS Systems, Nova York, EUA) durante 48 horas. Apos a
liofilizacdo as amostras foram redispersas em agua ultrapura e analisadas quanto ao

tamanho de particula, indice de polidisperséo, carga superficial e pH.
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4.6 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.6.1 Aspectos macroscopicos

Foram analisadas as seguintes caracteristicas: coloracdo, transluscéncia
azulada, presenca de goticulas de oOleo na superficie ou aderidas ao frasco,
deposicao de residuos, formagédo de grumos ou de cremagem e separacao de fases.

Todas as avaliacdes foram feitas através de observacgéao visual.

4.6.2 Analise de tamanho de particula e potencial zeta

O tamanho do raio hidrodinAmico e o indice de polidispersao (PDI) das
nanoparticulas foram determinados pela técnica de Espalhamento Dinamico da Luz
ou DLS (Dynamic Light Scattering), utilizando o equipamento Zetasizer (Nano ZS90,
Malvern, Reino Unido) a 25°C com laser de 633 nm e angulo de deteccao fixo de
90°. Aliquotas de 0,1 mL de cada uma das formulac¢des foram previamente diluidas
para 1 mL com agua ultrapura filtrada (Millex®, 0,22 um) para evitar fenébmenos de
espalhamentos multiplos (Tan et al., 2016). O tamanho das nanoparticulas foi
calculado automaticamente de acordo com o movimento Browniano das mesmas
utilizando a equacéo de Stokes-Einstein (TSAI et al., 2011).

A determinacdo do potencial Zeta das nanoparticulas foi realizada através da
técnica de mobilidade eletroforética a 25°C, no mesmo equipamento. De forma
semelhante, as amostras foram previamente diluidas 1:10 com agua ultrapura
filtrada (Millex®, 0,22 pm). Os valores de mobilidade eletroforética foram
automaticamente convertidos em potencial Zeta (mV) com base no modelo de
Smouluchowski (UMERSKA et al., 2018).

Tanto para tamanho de particula e indice de polidispersdo, como para
potencial Zeta, trés medidas subsequentes foram determinadas para cada
formulag&o e os valores expressos no formato meédia + desvio padréo.

As andlises foram realizadas na Central Analitica do Departamento de
Ciéncias farmacéuticas da UFPE.
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4.6.3 pH
O pH das nanoparticulas foi avaliado utilizando medidor de pH digital
PHS3BW (Bel Engineering, Monza, Italia) equipado com eletrodo de vidro e sensor

de temperatura, a 25°C e sem diluigao prévia.

4.6.4 Morfologia

A morfologia das nanoparticulas contendo o 6leo da semente de maracuja
(NP-OSM) foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia

eletrbnica de transmissao (MET).

A andlise de MEV foi realizada utilizando microscépio EVO LS15 (ZEISS,
Oberkochen, Alemanha). Para isso, 5 pyL da dispersédo de nanoparticulas (NP-OSM)
foi depositada diretamente em um “stub” e deixada para secar em estufa (37°C)
durante 24 horas. Posteriormente, a amostra foi recoberta com uma camada de 10
nm de Au-Pd em sistema de metalizacdo Fine Coat lon Sputter JFC 1100 (JEOL,
Toquio, Japao) e visualizada no microscopio eletrénico de varredura sob tenséo de
aceleracéo de 10 kV e magnificacao entre 5.000 e 20.000x (XING et al., 2016).

Um microscopio FEI Tecnai G2 Spirit Biotwin (Hitachi Ltd, Japao) foi utilizado
para a analise de MET. Antes da analise, 50 pL da dispersdo fresca de
nanoparticulas (NP-OSM) foram diluidos 5 vezes com agua ultrapura. Uma gota da
amostra diluida foi entdo depositada em uma grade de cobre de 200 mesh revestida
com carbono (SPI, Supplies®, EUA). O liquido em excesso foi removido com papel
de filtro e a amostra deixada para secar a 25°C. Por fim, a grade foi transferida para
microscopio para a aquisicdo das imagens (SHARKAWY; BARREIRO;
RODRIGUES, 2019). E as imagens analisadas em um software analisador de

imagens Tecnai Imaging & Analysis (Gatan Digital Micrograph, EUA).

As analises de microscopia foram realizadas no Laboratério Microscopia

Eletronica do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da UFPE.
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4.6.5 Estrutura quimica

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
aplicada para a analise da estrutura quimica dos polimeros usados como materiais
de parede (quitosana e goma arabica), do OSM e das nanoparticulas liofilizadas (NP
e NP-OSM), bem como para identificar possiveis interacdes entre eles. A aquisicao
dos espectros das amostras foi feita utilizando espectrofotbmetro IR-Tracer
(Shimadzu Japéo) acoplado a acessorio de reflectancia total atenuada ou ATR
(Attenuated Total Reflectance). Para a realizacdo das andlises, tanto os materiais
sélidos como o 6leo foram depositados diretamente no cristal de seleneto de zinco e
diamante para serem analisadas no modo ATR. Um total de 16 varreduras foram
realizadas para cada medida com resolucdo de 4 cm™, na regido entre 4.000 cm™ e
600 cm™.

As medidas foram realizadas no Laboratorio Multiusuario de Analises
Quimicas da UFRPE.

4.6.6 Propriedades térmicas

As andlises de termogravimetria (TGA) e de DSC (Diferential Scanning
Calorimetry) foram utilizadas para avaliar a estabilidade térmica dos materiais de
parede, do OSM e das nanoparticulas liofilizadas (NP e NP-OSM). A analise de
TGA foi realizada em um analisador térmico simultdineo TG-DTA DTG-60H
(Shimadzu, Jap&o), no Laboratério de Terras Raras do Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE. Para tanto, 10 mg de cada amostra foram colocados em
cadinhos de platina e aquecidos de 25 a 900°C, a uma taxa de 10°C.min™, sob
atmosfera de nitrogénio (100 mL/min) (HADIDI et al., 2020).

Para a andlise de DSC, 2 mg de cada amostra foram aquecidos em cadinhos
de aluminio entre 30 e 380 °C, a uma taxa de aquecimento de 50 °C.min™, com um
fluxo de nitrogénio de 50 mL.min (HADIDI et al., 2020). Sendo esta Ultima analise
realizada utilizando equipamento DSC Q20 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA),
na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.
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4.7ATIVIDADE ANTIFUNGICA
4.7.1 Preparacéo do in6culo

As cepas de fungos fitopatogénicos Aspergillus niger URM 7282 e
Colletotrichum siamense CMM 4077 utilizadas nos testes antimicrobianos pertencem
a colecao de cultura da micoteca da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
(Centro de Biociéncias, UFPE, Recife, Brasil) e a colecéo de fungos fitopatogénicos
“Prof. Maria Menezes” da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE,

Recife, Brasil), respectivamente.

Inicialmente, os fungos foram cultivados em meio BDA (batata dextrose agar)
entre 25°C e 28°C durante 7 dias para suficiente esporulacdo. Os esporos fungicos
foram coletados com o auxilio de um swab e suspensos em agua destilada estéril. O
namero de esporos presentes na suspensdo foi quantificado utilizando um
hemocitdmetro. A concentracdo de esporos obtida foi ajustada com agua destilada
estérii para fornecer um indculo flngico padrdo de aproximadamente 10°
esporos/mL (OLIVEIRA et al., 2014).

4.7.2 Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A atividade antimicrobiana do 6leo da semente do maracuja livre (OSM), do
0leo da semente do maracuja encapsulado em nanoparticulas de quitosana-goma
arabica (NP-OSM) e de nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica (NP) foi
avaliada contra Colletotrichum siamense e Aspergillus niger através do método de

microdiluicdo em caldo.

A emulsdo estoque de 6leo da semente do maracuja, cuja concentracao foi
calculada pela razdo entre a massa de 6leo utilizada no preparo da dispersdo de
nanoparticulas contendo o Oleo e o volume final da mesma, foi previamente
preparada solubilizando o 6leo em agua estéril contendo Tween 80 1,0% (m/m) e
DMSO 1,0 % (m/m). Ambas as substancias ja haviam demonstrado ndo causar
inibicdo do crescimento fungico nas concentracdes utilizadas neste estudo (LIMA et
al., 2016; ZGODA; PORTER, 2001).
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O procedimento de microdiluicio em placas de 96 pocos foi realizado de
acordo com Alves et al. (2008), com adaptacdes. As substancias testes foram
adicionadas a cada um dos pocos em concentracfes que variaram entre 0,75 e 4,5
mg/mL para o Oleo livre ou encapsulado em nanoparticulas (OSM ou NP-OSM) e
entre 0,5 e 3,0 mg/mL para as nanoparticulas brancas (NP). Em seguida foi
adicionado o meio Sabouraud e o in6culo de cada um dos fungos, de forma que o
volume final de cada poco fosse de 100 pyL (Tabela 3). Simultaneamente, pocos
contendo meio acrescido das substancias teste, mas sem microrganismos foram
usados como controles de esterilidade e culturas sem substancias testes sob as
mesmas condicdes de crescimento foram utilizadas como controles negativos
(DIVYA et al., 2019).

Tabela 3 - Esquema de preenchimento da microplaca de 96 pocos.

Substancia Meio . Volume final
Poco teste  Sabouraud Inoculo =4, poco [OSMIs (NP
ML ML pL pL (mg/mL) (mg/mL)

Al 60 20 20 100 4,50 3,00
Bl 50 30 20 100 3,75 2,50
C1l 40 40 20 100 3,00 2,00
D1 30 50 20 100 2,25 1,50
El 20 60 20 100 1,50 1,00
F1 10 70 20 100 0,75 0,50
G1 80 20 - - - -
H1 - 80 20 - - -

[OSM];: concentracdo final do 6leo da semente do maracuji; [NP]: concentracdo final das
nanoparticulas de quitosana-goma arabica.
Fonte: A autora (2021).

Todo o ensaio foi realizado em duplicata. As placas foram incubadas entre
25°C e 28°C durante 96 horas (KIM et al.,, 2020). Apos a incubacdo, a CIM foi
considerada a menor concentracdo da substancia teste capaz de inibir
completamente o crescimento fungico mediante inspecdo visual (auséncia de
turvacdo) (KALAGATUR; GHOSH; SUNDARARAJ, 2018).
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4.7.3 Efeito das substancias teste sobre a morfologia fungica

Os efeitos das substancias testes sobre a morfologia fungica foram avaliados
por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Inicialmente, 0,6 mL do in6culo
fangico padrdo (10° esporos/mL) foram inoculados em caldo Sabouraud (2,4 mL)
acrescido de solucdo de 6leo da semente do maracuja (OSM), de nanoparticulas de
quitosana-goma ardbica contendo o 6leo da semente do maracuja (NP-OSM) e de
nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica (NP) em concentracfes sub-
inibitérias (para o C. siamense, utilizou-se 50% da CIM, 75% da CIM e 20% da CIM
para OSM, NP-OSM e NP, respectivamente; para o A. niger, utilizou-se 67% da CIM
para todas as substancias) e incubados entre 25°C e 28°C por 96 horas (SHARMA,;
TRIPATHI, 2008). As amostras controle cresceram no meio sem as substancias
teste. Em seguida, fragmentos dos micélios foram coletados e lavados com solugéo
salina (pH 7,2) por 3 vezes, 10 minutos cada e fixados com glutaraldeido 2,5% com
verde malaquita 0,05% em tampao fosfato 0,1M por 1 hora a 28°C. Apos a fixacéao,
as amostras foram novamente lavadas com tampéo fosfato 0,1M por 10 minutos. As
amostras foram entéo gradativamente desidratadas em etanol nas concentracdes de
50%, 70% e 90% (5 minutos cada) e na concentracdo de 100% por 3 vezes de 10
minutos. Em sequéncia, as amostras foram imersas em hexametildisilazine (HDMS)
100% por 5 minutos para secagem. Por fim, as amostras foram mantidas em
dessecador por 24 horas e em seguida foram montadas em suportes de aluminio,
metalizadas com ouro (espessura de 10nm) e observadas ao Microscopio Eletrénico
de Varredura JEOL LV 5600 (Toquio, Japdo) operando a 18kV (BERGER et al.,
2016).

4.7.4 Atividade antifangica in vivo: bioatividade de cobertura comestivel sobre

o crescimento fungico em morangos (Fragaria x ananassa Duch.)

Os morangos (Fragaria x ananassa Duch.) foram adquiridos nha CEASA/PE
(Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco) 3 dias ap0s a colheita,
inspecionados quanto a auséncia de danos mecanicos ou infecgdes fungicas visiveis
e padronizados de acordo com a cor e o tamanho.

Os frutos foram divididos em 3 grupos. O primeiro grupo foi imerso na

cobertura a base de nanoparticulas de quitosana-goma arabica contendo o 6leo da
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semente de maracuja (NP-OSM). Para a preparacdo da cobertura, a dispersédo de
nanoparticulas foi diluida em agua estéril contendo glicerol (2,5% v/v), utilizado
como plastificante, até a CIM (determinada anteriormente). O segundo grupo foi
considerado o controle positivo, no qual o fruto foi recoberto por solucao de glicerol
2,5% (v/v) e o terceiro grupo, controle negativo, que corresponde aos frutos sem
cobertura. Os 3 grupos foram armazenados em temperatura de refrigeracdo (10 *
2°C), separadamente (MELO et al., 2020a).

Inicialmente, os morangos foram higienizados com hipoclorito de sédio (1%
v/v) por 15 minutos, lavados com agua potavel e deixados para secar por 2 horas
em temperatura ambiente. Os frutos receberam tratamento “curativo”, isto €, foram
inoculados antes de receberem as coberturas comestiveis. Para tal, 0s morangos
foram imersos durante 1 minuto na solugdo do inéculo fangico de Aspergillus niger
(10° esporos/mL) sob agitacdo suave utilizando um bastdo de vidro estéril. Apos
isso, foram imersos durante 1 minuto nas solucbes de coberturas comestiveis,
colocados em um filtro de nylon para drenar o excesso de liquido das amostras e
deixados para secar a temperatura ambiente. Por fim, foram acondicionadas em

recipientes de polietileno com tampa (OLIVEIRA et al., 2014).

Cada tratamento incluiu 20 frutos, os quais foram armazenados sob
refrigeracdo e examinados apds 12 dias quanto a sinais de infeccao fangica visivel.
Os resultados foram expressos em percentual de fruto infectado (FENG; ZHENG,
2007; LIU et al., 2007).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com estatistica descritiva (média e
desvio padrdo) e testes inferencial (ANOVA seguido pelo teste de tukey) para
determinacao das diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). Os resultados

foram expressos como a média estimada * desvio padréo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DA SEMENTE DO MARACUJA

O perfil de acidos graxos dos 0Oleos vegetais esta relacionado as suas propriedades
fisico-quimicas, nutricionais e de estabilidade (AYYILDIZ et al., 2015). Os &cidos
graxos detectados e quantificados no 6leo da semente do maracuja (OSM) estdo

listados na Tabela 4.

Tabela 4 - Composicao percentual de &cidos graxos do
0leo da semente do maracuja.

Acido graxo (%)
Acido palmitico (C16:0) 15,35
Acido estearico (C18:0) 4,76
Acido oleico (C18:1) 10,69
Acido linoleico (C18:2) 63,35
Acido linolénico (C18:3) -
Outros 5,85
AGS 20,11
AGPI 63,35
AGPI/AGS 3,15
AGS: 4acidos graxos saturados; AGI: &cidos graxos poli-
insaturados.

Fonte: A autora (2021).

Em conformidade com o observado por outros autores, o acido linoleico
(C18:2) foi 0 4cido predominante no OSM, correspondendo a 63,35% do total de
acidos graxos. Pereira al. (2019) obtiveram percentuais ligeiramente superiores de
acido linoleico (66,64-68,99%) no perfil de acidos graxos de 6leos da semente do
maracuja amarelo extraidos por Soxhlet, extracao assistida por ultrassom e extracdo

com fluido supercritico.

O OSM apresentou conteudos significativos dos éacidos palmitico (C16:0)
(15,35%) e oleico (C18:1) (10,69%). Pereira et al. (2019) e Malacrida & Jorge (2012),
no entanto, observaram maiores percentuais de acido oleico em comparagdo com o
acido palmitico no 6leo da semente do maracuja amarelo extraido por Soxhlet.
Purohit et al. (2021), por sua vez, encontraram percentuais muito préximos de
ambos os acidos graxos (13,2-13,8%) no 6leo da semente do maracuja amarelo

(variedades Manipur e Assam).
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Variacbes na composicdo quimica do OSM podem ser atribuidas a diversos
fatores, a incluir: fatores climaticos e ambientais, genoétipos testados, processo de
secagem das sementes, métodos de extracdo do O6leo, entre outros (KASEKE;
LINUS; AMOS, 2020; LUCARINI et al., 2019; PETROPOULOS et al., 2021).

O consumo de 6leos de sementes esta associado a diversos efeitos benéficos
a saude humana como a reducédo do risco de doencas cardiovasculares (KASEKE;
LINUS; AMOS, 2020). A relacdo AGPI/AGS é um bom indicador da qualidade
nutricional dos 6leos e de acordo com o Departamento Britanico de Saude deve ser
superior a 0,45 (DABETIC et al., 2020). O OSM apresentou valor elevado de
AGPI/AGS (3,15), comparavel a valores obtidos tanto para Oleos vegetais
tradicionais, como os 0Oleos de soja (3,30) e de milho (3,72) e como para 6leos néao
convencionais, como 0s 6leos da semente de abdbora (2,55) e da semente de uva
(3,95-4,65) (AYYILDIZ et al., 2015; DABETIC et al., 2020; PETROPOULOQOS et al.,
2021). O percentual elevado de acidos insaturados, bem como a auséncia de acido
a-linolénico contribuem ainda para a estabilidade oxidativa do OSM (DABETIC et al.,
2020; PUROHIT et al., 2021).

52 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA-GOMA ARABICA CONTENDO OLEO
DA SEMENTE DO MARACUJA (NP-OSM)

As nanoparticulas foram obtidas através de abordagem em duas etapas. A
primeira correspondeu a emulsificacdo do 6leo na solucdo de quitosana e a
segunda, a auto-organizacao de coacervados (coacervacdo complexa) ao redor das
goticulas de 6leo, que se deu pela interacdo eletrostatica entre a carga positiva da
quitosana e a carga negativa da goma, sob condicdes especiais de reacao
(BUTSTRAEN; SALAUN, 2014).

O processo de complexacdo entre os polimeros ocorreu espontaneamente,
sendo evidenciado pelo aumento da turbidez tdo logo as solugfes poliméricas foram
misturadas (KUROIWA et al., 2015). Todas as formulagbes apresentaram aspecto
azulado, caracteristico da formacao de nanoparticulas, sem formacao de grumos ou

de cremagem.
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A Tabela 5 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas obtidas para as
dispersbes de nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica (NP) e
nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica contendo o 6leo da semente de
maracuja (NP-OSM).

Tabela 5 - Tamanho de particula, indice de polidisperséo e carga superficial obtidos
no dia 0 para cada uma das formulacdes.

~ Parametro
Formulagao  POL:OSM @ (nm) PDI Potencial { (mV) pH
NP 1.0 173,326,121 0,404 47,72 £5,76 4,00
NP-OSM-0,25 1.0,25 297,8+£118,9 0,664 24,58 = 6,55 4,50
NP-OSM-0,50 1:0,50 2136 +28,4 0,479 16,57 £ 6,03 4,50
NP-OSM-0,75 1.0,75 246,0 £ 154 0,460 15,01 £ 7,64 4,50

POL: polimero; OSM: 6leo da semente de maracuji; @: tamanho de particula; PDI: indice de
polidisperséo; Potencial ¢: potencial zeta. Resultados representados como valor médio + desvio-
padrao.

Fonte: A autora (2021).

Valores semelhantes de tamanho de particula (<300 nm) foram observados
na encapsulacdo de compostos bioativos de acafrdo em nanoparticulas de
quitosana e goma arabica utilizando a técnica de coacervacao complexa (RAJABI et
al., 2019). Oliveira et al. (2018), por sua vez, obtiveram uma faixa maior de tamanho
de particula, variando entre 140 + 18 e 749 + 363 nm, ao encapsular geraniol em
nanoparticulas de quitosana e goma arabica pela mesma técnica. Tais diferencas
podem ser atribuidas as diferentes razbes entre a massa dos polimeros, as
caracteristicas dos compostos encapsulados, ao uso ou ndo de emulsificantes, ao
tipo de agitacéo, entre outros fatores (CAMPO et al., 2017). O aumento do conteudo
inicial de 6leo levou ao aumento do tamanho e a reducdo do potencial zeta das
particulas, o que esta de acordo com o observado por Hadidi et al. (2020),
Hasheminejad et al. (2019), e Karimirad et al., (2020). Com excec¢ao para a
formulacdo NP-OSM-0,25, que apesar de ter o menor conteudo inicial de oOleo,

apresentou maior tamanho.

O indice de polidispersao (PDI) é representado por um valor numérico
(adimensional) que varia entre 0 e 1, e é utilizado para avaliar a distribuicdo de
tamanho das particulas em suspensdao (AVADI et al., 2011). As formulacdes
apresentaram valores de PDI entre 0,404 e 0,664, tendo a formulagcdo NP-OSM-0,25
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apresentado também o maior valor de PDI. Os valores de PDI obtidos indicam uma
tendéncia a polidispersdo. A estabilidade dos sistemas coloidais também esta
relacionada ao PDI, onde maiores valores indicam maior instabilidade (FATHI et al.,
2019; VILLEGAS; JAIME; CERVANTES, 2021).

A etapa de emulsificacdo € determinante para o tamanho da particula e a
distribuicAo de tamanho das mesmas e pode ser influenciado por diversos
parametros, a incluir: velocidade e tempo de agitacdo, densidade e viscosidade das
solugdes envolvidas, proporgéo entre os volumes da fase dispersa e a fase continua,
entre outros (BUTSTRAEN; SALAUN, 2014). Segundo Kuroiwa et al. (2015), o
tempo para produzir uma distribuicdo estreita de tamanho de nanoparticulas
(populagédo mais homogénena) diminui com o aumento da razdo de volume entre a
fase dispersante a fase continua. Sendo assim, a quantidade de 6leo adicionada na
formulacdo NP-OSM-0,25, bem como o tempo de agitacdo, podem nédo ter sido
suficientes para formacdo de uma emulséo estavel. Diante do exposto, a avaliacédo

da estabilidade da formulacdo NP-OSM-0,25 foi entdo descontinuada.

O potencial zeta, medida da carga superficial das nanoparticulas, €
fortemente influenciado pela segunda etapa da formacdo das nanoparticulas por
coacervacao complexa, que envolve a interacao eletrostatica entre os polimeros de
carga oposta e depende de varios fatores como a densidade de carga dos polimeros
e a relacdo entre a massa deles, a forca i6nica e o pH do meio, entre outros
(FERREIRA; NICOLETTI, 2021).

Tem sido relatado que a faixa de pH adequada para a obtencdo de
coacervados de quitosana e goma arabica esta entre 3,5 e 5,0 (ESPINOSA-

ANDREWS et al., 2007), estando o pH de todas as formulacdes dentro desta faixa.

A solugdo de quitosana (pH=3,88) apresentou carga eletrocinética liquida
igual a 54,83 * 5,86. Em condi¢des acidas de pH (abaixo do seu pKa), os grupos
aminas (-NH,) da quitosana se encontram protonados (-NH3"), o que Ihe confere alta
densidade de carga positiva (SAHARIAH; MASSON, 2017). A solucdo de goma
arabica (pH=4,9), por sua vez, apresentou carga eletrocinética liquida igual a -21,03
+ 4,78 mV atribuida aos grupos carboxilas desprotonados (-COO") da goma arabica,
gue ocorrem em pH acima de 2,2 (TAN et al., 2016). Os valores sdo semelhantes

aos obtidos por Rabelo et al. (2019) e Baiocco et al. (2021) nas mesmas condi¢des
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de pH. A reducdo da carga liquida do sistema verificada para a nanoparticula branca
em relacdo a solucdo de quitosana pode ser explicada pela interagdo entre as
cargas da quitosana e da goma arabica, indicando a formacdo de nanoparticulas
(XU et al., 2018). Em complementacéo, a reducdo da carga de superficie observada
a medida que a massa inicial de 6leo aumentou pode ser devido a diminuicdo da
disponibilidade dos grupos aminas da quitosana, que podem estar interagindo com o
O0leo, o que leva a reducdo da carga superficial liquida (HASHEMINEJAD;
KHODAIYAN; SAFARI, 2019; SHETTA; KEGERE; MAMDOUH, 2019b; SOTELO-
BOYAS et al., 2017).

5.3 ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA-GOMA
ARABICA CONTENDO OLEO DA SEMENTE DO MARACUJA (NP-OSM)

As formulagbes foram avaliadas a longo prazo por 7, 21, 30 e 60 dias para
identificar possiveis modificacbes em seus aspectos macroscopicos e parametros
fisico-quimicos. Em relacdo aos aspectos macroscopicos, no dia 7 verificou-se que a
formulacdo NP-OSM-0,75 apresentava leve cremagem, facilmente dispersivel. A
formacdo de cremagem pode estar associada ao excesso de 6leo, uma vez que NP
e NP-OSM-0,50 permaneceram sem alteracdes substanciais em seus aspectos

macroscopicos.

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, todas as formula¢cdes mantiveram
tamanho de particula abaixo de 250 nm, PDI abaixo de 0,5 e potencial zeta positivo
ao longo dos 60 dias de avaliacdo (Tabela 6). Aparentemente, o sistema ainda nao
havia atingido o equilibrio na primeira leitura, o que € alcancado entre 0 e 7 dias,
evidenciado pela estabilizacdo do tamanho de particula e do potencial zeta, bem
como pela reducao do PDI (RAMPINO et al., 2013). Na literatura, tem-se que valores
altos de potencial zeta, isto é, acima de 30 mV em maddulo, promovem estabilidade
longa, enquanto valores abaixo de 20 mV promovem curta estabilidade (SHETTA,
KEGERE; MAMDOUH, 2019b). No entanto, o potencial zeta ndo é o unico fator
responsavel pela estabilidade do sistema coloidal. Outras forcas repulsivas de curto
alcance como interacdes de hidratacdo, de flutuacdo térmica e estéricas, que séo
geradas quando um surfactante ndo-ibnico como o Tween 80 é adicionado ao

sistema, desempenham um papel importante ao lado do potencial zeta na
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estabilidade das nanoparticulas, o que pode justificar a estabilidade do sistema
mesmo com valores baixos de potencial zeta (KUROIWA et al., 2015; SHETTA,
KEGERE; MAMDOUH, 2019b).

Tabela 6 - Tamanho de particula, indice de polidisperséo e carga
superficial obtidos durante 60 dias de estudo para cada uma das
formulacoes.

A Tempo Formulacao
Parametro ,
Dias NP NP-OSM-0,50 NP-OSM-0,075
0 173,3+ 26,1 213,6 £+ 28,4 246,0+154
o 7 167,9+4,6 168,9 + 21,4 204,7 £ 24,3
(nm) 21 1935+ 22,6 157,9 £+ 19,8 1748+ 7,0
30 217,7+ 44,8 154,5+ 21,0 179,2 +9,22
60 242,7 + 36,8 154,5+ 18,4 179,2 +10,5
0 0,404 0,479 0,460
7 0,172 0,343 0,330
PDI 21 0,129 0,352 0,316
30 0,104 0,308 0,314
60 0,259 0,285 0,334
0 47,72 £ 5,76 16,57 + 6,03 15,01 + 7,64
Potencial 34,98 + 1,96 599 +0,85 6,42 + 0,88
mv) 21 35,90 £ 5,49 7,64 +2,45 5,66 + 1,28
30 32,60 £ 2,15 4,91 £0,75 6,07 £ 1,09
60 40,33+ 1,16 6,50 + 0,40 5,78 +£0,76
0 4,00 4,50 4,50
7 4,00 4,25 4,25
pH 21 4,00 4,00 4,00
30 4,00 4,00 4,00
60 4,00 4,00 4,00

g: tamanho de particula; PDI: indice de polidispersao; Potencial : potencial zeta (carga
superficial). Resultados representados como valor médio + desvio-padrao.
Fonte: A autora (2021).

Ao fim do periodo de armazenamento, NP-OSM-0,5 proporcionou a formacao
de nanoparticulas com tamanhos menores, carga superficial positiva e se mostrou
mais estavel ao longo do tempo, sendo caracterizada e utilizada nos demais testes,

citada apenas como NP-OSM.
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5.4AVALIACAO DO PROCESSO DE LIOFILIZACAO

A liofilizacdo, processo de remocdo de agua (gelo) através de sublimacao, &
uma tecnologia bastante utilizada para garantir a estabilidade de suspensdes de
nanoparticulas durante longos periodos de armazenamento (RAMPINO et al., 2013;
REZENDE et al., 2003). No entanto, em alguns casos a liofilizacdo pode causar a
agregacdo ou fusdo irreversivel das nanoparticulas e estresses mecéanicos que
impossibilitam a manutencdo das suas caracteristicas iniciais (UMERSKA et al.,
2018). A liofilizacdo de NP-OSM aumentou em cerca de 3,15 vezes o tamanho das
nanoparticulas (resultado ndo mostrado). O tamanho é uma das caracteristicas
determinantes para a aplicacdo das nanoparticulas. Diante disso, foram realizados

testes adicionando crioprotetores as dispersdes antes da liofilizacéao.

O efeito da adigdo de manitol e trealose desidratada, ambos a 5,0% (m/v)
pode ser visualizado na Tabela 7. Crioprotetores, geralmente carboidratos (glicose,
frutose, sacarose, manitol), formam uma camada amorfa ao redor das
nanoparticulas, garantindo um espacamento entre as mesmas, evitando assim a
agregacado e danos a estrutura das nanoparticulas ao longo do ciclo de desidratacdo
e reidratacdo (REZENDE et al., 2003). Diferentemente de Rampino et al. (2013), que
obteve melhores resultados com trealose, resultados de tamanho e distribuicdo de
tamanho das particulas mostraram que o manitol teve melhor desempenho na
prevencao da formacédo dos aglomerados de nanoparticulas, porém néo o suficiente

para fazé-las manter o seu tamanho original.

Em teste realizado com o dobro de manitol (10,0% (m/v)), o tamanho de
particula foi ainda maior, além de a amostra ter se mostrado instavel (material aderiu
a parede do tubo). O excesso de crioprotetor também pode ser prejudicial no
processo de liofilizagdo, causando a agregacdo das nanoparticulas (GOKCE et al.,
2014). Novos experimentos devem ser realizados a fim de avaliar a influéncia de
uma faixa mais ampla de concentracdes de manitol. Novos experimentos sao
necessarios para avaliacao da influéncia de uma faixa mais ampla de concentracdes
de manitol, a fim de determinar a concentracdo oOtima. Diante disso, a liofilizacéo foi
adotada apenas para a obtencdo de nanoparticulas para caracterizacdo quando as

técnicas analiticas assim o exigiam.
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Tabela 7 - Tamanho de particula, indice de polidispersdo e carga superficial
obtidos para a formulacdo NP-OSM antes e apo0s liofilizacdo utilizando
crioprotetores.

Condicoes de liofilizagao
Formulacao Parametro Em suspensao Manitol Trealose
5,0% (m/v) 5,0% (m/v)

“ 1299+16  3762+356 579.6+499
(nm)
NP-OSM PotePrEz:liaI : 0,351 0,091 0,305
(V) 2237+176  2853+029 32.00+0,82
pH 3,75 + 0,00 475+0,00  4.75+0,00

@: tamanho de particula; PDI: indice de polidisperséo; Potencial {: potencial zeta (carga superficial).
Resultados representados como valor médio *+ desvio-padréo.
Fonte: A autora (2021).

5.5CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS
5.5.1 Morfologia

A morfologia das NP-OSM foi avaliada pelas técnicas de microscopia

eletrbnica de varredura (MEV) e de transmissao (MET) (Figura 6).

As Figuras 6a e 6b apresentam as imagens das NP-OSM obtidas por MEV
sob diferentes magnificacdes. As micrografias evidenciaram a estrutura esféricas
das NP-OSM, bem como a auséncia de fraturas na superficie das mesmas,
confirmando o sucesso da encapsulacdo (MEHRAN; MASOUM; MEMARZADEH,
2020). Percebe-se a presenca de populacfes de particulas com tamanhos diferentes,

0 que caracteriza o PDI encontrado para a formulagdo na analise por DLS.

As Figuras 6¢ e 6d, por sua vez, mostram imagens das NP-OSM obtidas por
MET. As particulas apresentaram estrutura densa, semelhante ao observado por
Tang et al. (2003) para nanoparticulas de quitosana-TPP, forma aproximadamente
esférica, tamanho submicrométrico e alguns aglomerados. Nota-se ainda a presenca
de uma névoa, a qual, acredita-se, possa estar relacionada ao excesso de polimeros,
que permaneceram em estado difuso e que também tem sua contribuicdo para
valores mais altos de PDI (ANTONIOU et al., 2015). Resultados de MEV e MET

estdo consistentes com os obtidos por DLS.
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Figura 6 - Imagens das nanoparticulas de quitosana-goma arabica contendo o 6éleo da semente de
maracuja (NP-OSM) obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) - barras de escala
representam 2 um (a) e 1 um (b) e por microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) - barras de
escala representam 1 um (c) e 200 nm (d).
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Fonte: A autora (2021).

5.5.2 Estrutura quimica

A técnica de espectroscopia de infravermelho estd baseada na interacao
entre grupos funcionais presentes na amostra analisada com radiagbes
eletromagnéticas. Ela permite identificar e classificar vibragbes moleculares
(estiramento, flexdo e tor¢cdes das ligacdes quimicas) caracteristicas desses grupos,

fornecendo assim, informacgdes estruturais sobre a amostra (LUCARINI et al., 2020).

A Figura 7 apresenta os espectros de infravermelho obtidos para quitosana
(QUI), goma arabica (GA), 6leo da semente do maracuja puro (OSM) e
nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica (NP) e nanoparticulas contendo

0 0leo da semente do maracuja (NP-OSM).

O espectro obtido para a quitosana mostra bandas caracteristicas do
polimero. O pico largo em 3331 cm™, é atribuido & deformac&o axial do O-H, e
aparece sobreposto a banda de deformacédo axial do N-H (grupo amina). O pico

proximo a 2895 cm, por sua vez, representa o estiramento alifatico das ligacdes C-
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H presentes na estrutura da quitosana (BAIOCCO; PREECE; ZHANG, 2021). No
espectro da quitosana é possivel identificar ainda bandas caracteristicas de amidas
em 1653 cm™ (vibracdo do estiramento C=0, das unidades acetiladas, amida ),
1558 cm-! (vibracéo da flexdo N-H, amida Il) e 1377 cm™ (vibracdo do estiramento
C-N, amida Ill) (RABELO et al., 2019). A observacdo do pico em 1653 cm™ é um
indicativo da presenca de unidades acetilada na estrutura da quitosana, o que ja era
esperado, considerando o grau de desacetilacdo do polimero utilizado no trabalho
(75-85%) (MAHARDIKA; JUMNAHDI; WIDYANINGRUM, 2019). Os picos abaixo de
1150 cm™ sdo considerados caracteristicos de polissacarideos, e estdo presentes
tanto no espectro da quitosana, como no espectro da goma arabica e de suas
nanoparticulas (RABELO et al., 2019).

Figura 7 - Espectros de infravermelho obtidos para a quitosana (QUI —), goma arabica (GA —), 6leo
da semente do maracuja (OSM ), nanoparticulas brancas de quitosana-goma arbica (NP —) e
nanoparticulas de quitosana-goma arabica contendo o 6leo da semente do maracuja (NP-OSM —).
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Fonte: A autora (2021).

As bandas na regi&o de 3331 cm™ e 2928 cm™ também s&o observadas no
espectro da goma arébica. Os picos caracteristicos em 1602 cm™ e 1415 cm™ séo
atribuidos a vibragdo do estiramento assimétrico e simétrico do sal do acido
carboxilico (COQO), respectivamente (ESPINOSA-ANDREWS et al., 2010).
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No espectro das NP, modificacdes na regido carbonil-amida, como o pequeno
deslocamento do pico da amida | de 1653 cm™ para 1637 cm™, bem como o
desaparecimento do pico em 1602 cm?, atribuido ao grupo C=O do &cido
glucorénico da goma arabica, sugerem a interacao eletrostatica entre 0s grupos
NH3* e COO  dos polimeros (BUTSTRAEN; SALAUN, 2014; HERNANDEZ-
FERNANDEZ et al., 2020).

Em relacéo ao espectro obtido para o OSM, a auséncia de bandas entre 3400
e 3300 cm?, geralmente atribuidas a hidroxiperdxidos, é um indicativo da boa
qualidade do 6leo (PUROHIT et al., 2021). A faixa entre 2800 e 3100 cm™
corresponde a regido de estiramento C-H. Nesta regido foram observados varios
picos, o que pode ser explicado pela complexidade quimica dos triglicerideos
presentes no 6leo (LUCARINI et al., 2019). O pico intenso em 1746 cm-1, por sua
vez, € atribuido as ligagBes duplas C=0 dos grupos ésteres e esta relacionada a
presenca dos acidos graxos e seus glicerideos (LUCARINI et al., 2020). As bandas
em 1163 e em 1101 cm™ representam a vibracéo do estiramento -C-O e reforcam a
presenca de ésteres (ELGEGREN et al., 2019; PUROHIT et al., 2021). A regido
abaixo de 1600 cm™, conhecida como regido de fingerprint ou de impresséao digital, &
bastante rica em informacBes estruturais. Pequenas diferencas, quase
imperceptiveis a olho nu, podem ser Uteis na diferenciacdo de 6Oleos de diferentes
sementes, como o 6leo de girassol, de oliva e de maracuja, uma vez que seus

espectros sao bastante parecidos (KIEFER et al., 2019).

As NP-OSM apresentaram perfil de bandas semelhante ao do OSM,
evidenciando o sucesso da incorporacdo do Oleo as nanoparticulas. Observa-se
ainda reducéo da intensidade dos picos caracteristicos do OSM, sugerindo que este
pode estar interagindo com a quitosana (KUROIWA et al., 2021). Todos 0s picos
caracteristicos do OSM e das NP apareceram no mesmo (ou muito proximos)
namero de onda, um indicativo de que ndo houve reagdo quimica entre 0s grupos
funcionais do 6leo e dos materiais de parede, sendo o processo de interagdo e de
aprisionamento do 6leo predominantemente fisico (HOSSEINI et al., 2013;
TAVARES et al., 2019).
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A Tabela 8 reune os principais grupos quimicos identificados nos espectros
dos materiais de parede e do Oleo puro, aos quais foram atribuidas as bandas

observadas nos respectivos espectros.

Tabela 8 - Atribui¢cdo das bandas do infravermelho dos materiais puros.

Atribuicdes n° de onda (cm™) Atribuicdes
Vibragao do estiramento O-H
3331 )
sobreposto ao estiramento N-H
2895 Vibracéo do estiramento C-H
1653 Vibragao do estiramento C=0
Quitosana (amida 1)
1558 Vibracédo da flexdo N-H (amida II)
1377 Vibragao do estiramento C-N
(amida IlI)

Vibracéo do estiramento
simétrico C-O-C
1036 Vibracéo do estiramento C-O
Vibracéo do estiramento O-H
3331 .
sobreposto ao estiramento N-H

Goma arabica 2928 Vibracéo do estiramento C-H
Vibracéo dos estiramentos

1159

1602°e 1415 assimétrico e simétrico do COO"
Sleo d 3100-2800 Vibracéo do estiramento C-H
€0 da semen te 1746 Vibracéo do estiramento C=0
do maracuja , - ,
1163 e 1101 Vibracéo do estiramento -C-O

Fonte: A autora (2021).

5.5.3 Propriedades térmicas

A andlise termogravimétrica (TGA) apresenta a relacdo entre a perda de
massa de uma amostra e mudancas de temperatura. Ja a DTG, curva obtida a partir
da primeira derivada da curva de TGA em relacdo a temperatura (ou ao tempo)
caracteriza a taxa de perda de massa da durante o aguecimento e permite identificar
com clareza, na forma de picos, temperaturas em que ocorrem as perdas maximas
de massa (HOSSEINI et al., 2013). Essas temperaturas sao denominadas
temperaturas de degradacéo (T4), parametro importante sobre a estabilidade térmica
dos materiais, que ajudam no direcionamento da aplicagéo industrial dos mesmos
(XU et al., 2018; YOKSAN; JIRAWUTTHIWONGCHAI; ARPO, 2010).
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A Figura 8 apresenta as curvas termogravimétricas (TG e DTG) obtidas para
0s materiais de parede (QUI e GA), o 6leo da semente do maracuja (OSM) e
nanoparticulas de quitosana-goma arabica com e sem o 6leo encapsulado (NP-OSM
e NP).

Figura 8 - Termogramas (TG e DTG) obtidos para a quitosana (QUI —), goma arabica (GA —), éleo
da semente do maracuja (OSM - ), nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica (NP —) e
nanoparticulas de quitosana-goma arabica contendo o 6leo da semente do maracuja (NP-OSM —).
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Fonte: A autora (2021).

Os materiais de parede apresentaram perfis semelhantes de perda de massa,
divido em 3 etapas. A etapa inicial (abaixo de 175°C) com perda de massa de
aproximadamente 10% pode ser atribuida a liberacdo de agua adsorvida e ligada e
evidencia o carater hidrofilico dos polimeros (GOMATHI et al., 2017; HOSSEINI et
al., 2013). Na segunda e principal etapa de perda de massa, as temperaturas de
degradacdo da QUI e da GA foram 296 e 313 °C, respectivamente. Esses eventos
resultam em 40 e 50% de perda de massa, que estéo relacionadas a decomposi¢cao
e despolimerizacdo dos materiais de parede, o que inclui a clivagem, decomposicéo
e despolimerizacdo de alguns anéis de carboidratos, bem como a degradacédo das
unidades desacetiladas e acetiladas da QUI (TAVARES et al., 2019; XIAO et al.,
2019). A ultima etapa (acima de 325 °C) ocorre de forma mais lenta e corresponde a
decomposicédo do carbono residual (VILLAR-CHAVERO et al., 2018).
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Ramakrishnan et al. (2021), Tavares et al. (2019) e Villegas et al. (2021)
encontraram taxas maximas de decomposicdo da QUI em temperaturas que
variaram entre 300 e 318 °C. Villegas et al. (2021) mostraram ainda que diferencas

no peso molecular e grau de desacetilacdo da quitosana influenciam a sua Ty.

O termograma e a T4 obtidos para a GA estdo de acordo com as curvas
obtidas para a goma acacia comercial, assim como para gomas de outras espécies
(goma Acacia nilotica, goma Sterculia striata, goma Hsian-tsao) (BHUSHETTE;
ANNAPURE, 2020; FREITAS et al., 2020; JOSEPH et al., 2021; YOU; LING; MING,
2018).

As NP, também apresentaram 3 eventos térmicos, sendo o principal entre
180°C e 350 °C (T4=299°C), atribuido a decomposicdo do material de parede. Em
comparacdo com os polimeros individuais, a T4 das nanoparticulas foi maior que a
da QUI e menor que a da GA. Esta diferenca pode ser considerada um indicativo da
complexacao, estando associado a mudanca na organizacdo natural dos polimeros
(RAMAKRISHNAN et al., 2021; XIAO et al., 2019).

O OSM exibiu 3 etapas de perda de massa. A primeira delas entre 270 e
400°C (T4=396°C), a segunda entre 400 e 470°C e a terceira entre 480 e 600 °C. Os
dois primeiros eventos respondem pela reducdo de aproximadamente 90% da
massa do Oleo da semente de maracuja e estdo associados a decomposi¢cdo dos
componentes acilglicerois do 6leo. E nesta regido que ocorre a degradacdo dos
acidos insaturados presentes no 0leo, tais como os &cidos linoleico e oleico
(PEREIRA et al., 2019; VASCONCELOS et al., 2020). A terceira etapa de perda de
massa entre 480 e 600 °C é atribuida a decomposicao de acidos graxos saturados
(SANTOS et al., 2002). Em temperaturas acima de 600 °C, a massa residual (cinzas
e residuos) do 6leo da semente do maracuja é muito pequena, o que evidencia a
baixa quantidade de material inorganico em sua composicdo (VASCONCELOS et
al., 2020).

Das curvas termogravimétricas do OSM pode-se destacar ainda a elevada
estabilidade do Oleo. Nenhum evento térmico é observado abaixo de 275 °C,
temperatura muito acima das utilizadas em processos industriais. Apesar do
conteudo elevado de acidos graxos insaturados, 6leos extraidos por prensagem a

frio conseguem manter altos niveis de compostos antioxidantes, como & e y-
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tocoferdis, predominantes no caso do OSM, que previnem a oxidacdo dos acidos
graxos insaturados, conferindo estabilidade oxidativa aos 6leos (MALACRIDA,
JORGE, 2012; PEREIRA et al., 2017; PIOMBO et al., 2006; SILVA; JORGE, 2016).

Quando comparadas as NP, as NP-OSM apresentaram uma regido adicional
de perda de massa, entre 360 e 440°C, atribuida & decomposicdo do 6leo. Além
disso, nota-se o0 deslocamento do evento térmico atribuido a decomposicdo do
material de parede, que anteriormente apresentava T4 igual a 299 °C e passou para
313°C. A quitosana, em certas condicdes pode apresentar carater hidrofobico,
interagindo fisicamente com substancias de mesma natureza, a exemplo dos 6leos,
como observado anteriormente na analise de FTIR, o que pode ter contribuido para
0 aumento da temperatura de degradacdo do invélucro e, portanto, da estabilidade
térmica do sistema (AMIRI et al., 2020; PAULA et al., 2011).

A analise de DSC permite identificar transicfes fisicas ou quimicas que
ocorrem nas amostras em funcdo da temperatura (SHADDEL et al., 2018). Efeitos
endotérmicos (pico para baixo) geralmente estdo relacionados a desidratagédo e
mudancas de fases, enquanto efeitos exotérmicos (pico para cima) correspondem a

degradacdo dos materiais (RUTZ et al., 2016).
As curvas de DSC obtidas para os materiais sdo apresentadas na Figura 9.

Os termogramas de QUI e GA apresentaram picos endotérmicos,
caracteristicos de desidratacéo, abaixo de 200 °C e picos exotérmicos, atribuidos a
decomposicdo dos polimeros, em 288 e 307°C para quitosana e goma ardbica,
respectivamente. Tais resultados coincidem com os dados obtidos a partir das
analises de TGA e DTG. Perfis semelhantes de decomposicéo para QUI e GA foram
relatados por You et al. (2018), Daoub et al. (2018) e Villegas et al. (2021).

A curva de DSC do OSM apresentou um Unico pico exotérmico largo em 200
°C, que pode ser atribuido & decomposi¢édo de compostos insaturados (RUTZ et al.,
2016).
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Figura 9 — Termogramas (DSC) obtidos para a quitosana (QUI —), goma
ardbica (GA —), 6leo da semente do maracuja (OSM ), nanoparticulas
brancas de quitosana-goma arabica (NP —) e nanoparticulas de quitosana-goma
arabica contendo o 6leo da semente do maracuja (NP-OSM —).
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Fonte: A autora (2021).

Tem sido relatado que a incorporacdo adequada de compostos bioativos em
polimeros encapsulantes leva ao deslocamento e/ou desaparecimento dos eventos
endotérmicos e exotérmicos caracteristicos do composto encapsulado nas curvas de
DSC (SHADDEL et al., 2018). O pico caracteristico do OSM néao foi observado no
termograma das NP-OSM na faixa de temperatura estudada, o que sugere que o
mesmo foi eficientemente incorporado a matriz polimérica. Oliveira et al. (2017)
relacionaram a auséncia do pico caracteristico do OSM no termograma de DSC de
nanoparticulas de PLGA contendo o Oleo a alta eficiéncia de encapsulacéo
determinada por espectrometria na regido do UV-Vis (91%). Comportamento
também observado por Hadidi et al. (2020) ao encapsular 6leo de cravo em

nanoparticulas de quitosana-TPP.
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5.5.4 Atividade antifungica
554.1 Determinacgdo da concentracao inibitdria minima (CIM)

A atividade antifingica das substancias testes foi avaliada frente aos fungos
fitopatogénicos Colletotrichum siamense e Aspergillus niger. Os resultados de

concentracao inibitoria minima (CIM) obtidos encontram-se na Tabela 9.

Ambos os fungos se mostraram sensiveis ao OSM, que apresentou
concentracdo inibitéria minima igual a 4,5 mg/mL tanto para o C. siamense como
para o0 A. niger. Os O6leos vegetais sdo uma mistura complexa de compostos
guimicos ativos que podem atuar de forma sinérgica, lhes conferindo propriedades
antioxidantes e antimicrobianas contra um amplo espectro de microrganismos
(HASHEMINEJAD; KHODAIYAN, 2020; PRAKASH et al., 2018).

Tabela 9 - Concentracéo inibitoria minima (CIM) (mg/mL).

A C. siamense A. niger
Substancia teste
[OSM] [NP] [OSM] [NP]
OSM 4.50 - 4.50 -
NP-OSM 3,00 2,00 4.50 3,00
NP - 2,50 - 3,00

[OSM]: concentracdo do 6leo da semente do maracuja; [NP]: concentragdo das
nanoparticulas de quitosana-goma arabica.
Fonte: A autora (2021).

A capacidade antimicrobiana dos 6leos vegetais é geralmente atribuida as
altas concentracGes de acidos graxos e seus acilglicerideos (CORDOVA-ALBORES
et al., 2016). As cadeias alquilicas dos acidos graxos, principalmente dos poli-
insaturados, podem ser incorporadas as membranas fosfolipidicas dos
microrganismos, aumentando sua permeabilidade, o que leva ao extravasamento de
componentes celulares importantes, resultando em uma desordem metabdlica e, por
consequéncia, na morte celular (DABETIC et al., 2020; XING et al., 2016).

A maioria dos trabalhos que tratam da atividade antimicrobiana de 6leos
vegetais se referem a atividade contra bactérias e leveduras (ALQAHTANI et al.,
2019; KARAOSMANOGLU et al., 2010; NAZZARO et al., 2019; PUROHIT et al.,
2021). Dados sobre a atividade contra fungos filamentosos de tais 6leos ainda sdo

escassos. Petropoulos et al. (2021) avaliaram a atividade antifungica de 4 Oleos
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vegetais extraidos das sementes de linhaca (Linum usitatissimum L.), onze-horas
(Portulaca olearacea L.), luffa (Luffa aegyptica Mill.) e ab6ébora (Cucurbita maxima L.)
contra diversos fungos fitopatogénicos. Em relacdo ao A. niger, os Oleos
apresentaram valores de CIM inferiores ao encontrado neste trabalho, variando
entre 0,5 e 2,0 mg/mL. Enquanto a CIM dos antifungicos sintéticos benzoato de
sédio (E211) e metabissulfito de potdssio (E224) foram iguais a 1,0 mg/mL. Os
autores atribuiram os efeitos antifungicos dos O6leos estudados aos lipideos

presentes nos 0Oleos.

Abdelillah et al. (2013) associaram a acdo antifangica do 6leo de linhaca
(Linum usitatissimum L.) contra Aspergillus spp. as altas concentracdes dos acidos
linoleico e linolénico. Este primeiro, aparece como composto majoritario no perfil de
acidos graxos obtido para o0 OSM (63,35%).

Oleo da semente de uva (Vitis Vinifera L.r ssp. sativa) variedade Sauvignon
Blanc quando aplicado puro contra Candida albicans conseguiu promover um halo
de inibicdo de 17,50 + 3,54 mm (DABETIC et al., 2020). Nesse mesmo estudo, 0s
autores encontraram boa correlacdo (r=0,501) entre o &cido linoleico e,
consequentemente, acidos graxos poli-insaturados e a atividade antibacteriana do
Oleo da semente de uva contra S. aureus. De forma interessante, fendlicos totais e
tocoferdis apresentaram boa (r=0,490) e forte (r=0,747) correlacdo com a atividade

antibacteriana do 6leo contra 0 mesmo microrganismo.

Hajji et al. (2020) associaram a presenca de & e y-tocoferdis a atividade
antifngica de 6leo da semente de Peganum harmala. & e y-tocoferéis sdo os
tocoferdis predominantes no OSM, caracterizado anteriormente por Silva & Jorge
(2016), Pereira et al. (2019) e Pereira et al. (2017). Compostos fendlicos, através
dos grupos hidroxilas, podem atuar na parede celular dos fungos (OLIVEIRA et al.,
2019; SKEELS et al., 2020). Tais resultados sugerem que compostos antioxidantes
presentes no OSM, além dos lipideos, podem ter contribuido para sua atividade

antifangica.

Oleos vegetais costumam apresentar sabores e odores marcantes, e sua
aplicacao em altas concentragdes no controle de microrganismos em alimentos pode

causar alteragBes nas propriedades organolépticas do produto, reduzindo sua
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aceitacdo comercial. A encapsulacédo, além de proteger os compostos bioativos de
condicdes de processamento adversas, pode minimizar tais modificacdes, ao
promover a liberacdo controlada do 6leo, ou ainda em alguns casos, diminuir a
concentracdo necessaria (DELSHADI et al., 2020; HASHEMINEJAD; KHODAIYAN;
SAFARI, 2019; MAHATO et al., 2019). Nanoparticulas de quitosana constituem um
dos sistemas mais comumente utilizados para a encapsulacdo de Oleos vegetais,
devido a sua disponibilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade e né&o
toxicidade (CHAUDHARI et al., 2021; DELSHADI et al., 2020).

Apoés a incorporacdo do OSM as nanoparticulas de quitosana-goma arabica,
observou-se a reducdo da CIM do 6leo de 4,50 mg/mL para 3,0 mg/mL para o C.

siamense e a manutencao da CIM em 4,50 mg/mL para o A. niger (Tabela 9).

Hasheminejad et al. (2019) verificaram que nanoparticulas de quitosana
contendo o 6leo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata) proporcionaram maior
indice de inibicdo do crescimento de micélios de A. niger quando comparado ao 6leo
livre. Mesmo na maior concentracdo aplicada (3 mg/mL), enquanto as
nanoparticulas contendo o 6leo inibiram totalmente (100%) o crescimento fungico, o
percentual de inibicdo do 6leo livre foi menor que 70%. O mesmo foi observado por
Hadidil et al. (2020) ao avaliar a atividade antibacteriana de nanoparticulas de
quitosana contendo 6leo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata) contra bactérias
de origem alimentar (S. aureus, L. monocytogenes, S. typhi e E. coli). Os autores
atribuem a melhora da atividade antimicrobiana do 6leo a prote¢do conferida pelo
invélucro, que previne a perda de compostos volateis ativos do Oleo, prolongando

sua atividade.

Por outro lado, Shetta et al. (2019) observaram que a encapsulacao do 6leo
essencial de hortela-pimenta (Mentha piperita) em nanoparticulas de quitosana
reduziu o efeito antibacteriano do oleo contra E. coli. Este comportamento foi
associado a composicdo da parede celular do microrganismo e a forte interacdo
qguimica entre o 6leo e as nanoparticulas de quitosana, além do perfil lento de

liberacdo das moléculas do 6leo a partir das nanoparticulas.

Nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica (NP) apresentaram boa

atividade antifungica contra ambos os fungos, com CIM igual a 2,5 mg/mL e 3,0
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mg/mL para C. siamense e A. niger respectivamente. Estes resultados estdo em
conformidade com os dados reunidos por Verlee et al. (2017), que mostraram que a
quitosana apresenta atividade antifingica contra diferentes fungos, e CIM variando
entre 0,01 e 7,5 mg/mL.

Nascimento et al. (2020) reportaram que a exposi¢cao de C. gloesporioides a
quitosana a 10 mg/mL (equivalente ao dobro da CIM) foi capaz de inibir
completamente o crescimento radial dos micélios. O mesmo efeito foi observado por
Berger et al. (2018) para C. siamense quando quitosana fungica ou de crustaceo
foram aplicadas na mesma concentracdo (10 mg/mL). Nanoparticulas de quitosana-
TPP (3 mg/mL), por sua vez, proporcionaram aproximadamente 80% de inibicdo no
crescimento radial micelial de A. niger (HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI,
2019).

O valor da CIM para as NP frente a A. niger encontrado neste trabalho (3,0
mg/mL) foi ligeiramente maior que o determinado por Melo et al. (2020) (2,5 mg/mL)
para nanoparticulas de quitosana fungica e TPP e por Ing et al. (2012) (entre 1,7143
e 2,4286 mg/mL) que expds os fungos as nanoparticulas de quitosana de alto peso

molecular e TPP.

Embora a atividade antimicrobiana da quitosana e suas nanoparticulas esteja
bem documentada na literatura, o0 mecanismo exato da sua acdo sobre o0s
microrganismos ainda ndo esta totalmente esclarecido. Dentre os mecanismos
propostos, aquele geralmente aceito propde que 0S grupos aminos protonados da
quitosana Ihe conferem densidade elevada de carga positiva, 0 que permite que ela
se ligue eficientemente as moléculas negativamente carregadas (fosfolipidios,
proteinas, aminoacidos) das membranas celulares microbianas, alterando sua
polaridade e permeabilidade, o que causa inicialmente o extravasamento de ions
pequenos, como K* e PO,*, seguido de moléculas maiores como &cidos nucléicos e
outras substancias importantes. A quitosana pode ainda adentrar a célula, interagir
com acidos nucleicos, interrompendo a sintese de RNA e proteinas. Tais processos
resultam na morte celular (FERREIRA et al., 2020; VERLEE; MINCKE; STEVENS,
2017; ZAHID et al., 2012).

A atividade antifungica da quitosana e de seus derivados depende de

diversos fatores que incluem suas propriedades fisico-quimicas (grau de
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desacetilacdo, massa molecular), bem como a espécie fungica contra as quais ira
atuar (YOUNES et al., 2014). Propriedades de superficie desses microrganismos,
como composicdo da parede e membrana celulares representam um fator
importante na sensibilidade de fungos filamentosos a quitosana (ARANDA-
MARTINEZ; LOPEZ-MOYA; LOPEZ-LLORCA, 2016).

Palma-Guerrero et al. (2010) observaram que fungos sensiveis a quitosana
apresentavam contetdo de acidos graxos poli-insaturados (&cido linoleico)
significativamente mais elevados que o contetdo de acidos graxos monoinsaturados
e saturados em comparacdo com os fungos resistentes a quitosana, sugerindo que a
permeabilizacdo das membranas flngicas pela quitosana seja dependente da sua
fluidez. Segundo Lopez-Moya et al. (2019), o baixo contetudo de glucanas na parede
celular dos fungos aumenta a sensibilidade a quitosana. Ja Allan & Hadwiger (1979)
verificaram que fungos que apresentam quitosana como um dos componentes da
parede celular sdo mais resistentes a esse biopolimero. Esta Ultima observacao
ajuda a explicar o valor superior de CIM encontrado para o A. niger em relagéo ao C.
siamense, bem como o fato da encapsulacdo do 6leo da semente do maracuja em
nanoparticulas de quitosana nao ter proporcionado melhoras na atividade inibitoria
do 6leo para o A. niger apés a nanoencapsulacdo, uma vez que esse fungo
apresenta cerca de 10% de quitosana em sua composi¢cdo (KLIS; RAM; GROOT,
2007).

5.5.4.2 Efeito das substancias teste sobre a morfologia fungica
Os efeitos das substancias testes na morfologia de C. siamense e A. niger

podem ser observados nas Figuras 10 e 11, respectivamente.

As hifas de C. siamense crescidas na auséncia de substancias teste
apresentaram estrutura tipica, superficie lisa, sem deformacfes ou danos aparentes
(Figura 10a). Todas as substancias testes aplicadas nas concentracdes sub-
inibitorias foram capazes de induzir alteracdes na morfologia de C. siamense. Hifas
expostas ao 6leo da semente do maracuja (OSM) (2,25 mg/mL) apresentaram
aspecto irregular e depressdes ao longo de sua superficie (Figura 10b).
Comportamento semelhante ao observado por Cordova-Albores et al. (2016) ao

expor Fusarium oxysporum f sp. gladioli ao 6leo de Jatropha curcas. Em algumas
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regides é possivel observar ainda o achatamento das hifas, caracteristico da perda

de material citoplasmatico.

Figura 10 - Microscopia eletrdnica de varredura de C. siamense. Micélio controle (a), ap0s exposicéo
ao 6leo da semente de maracuja (OSM) (2,25 mg/mL) (b); a nanoparticulas brancas de quitosana-
goma arabica (NP) (0,50 mg/mL) (c) e a nanoparticulas de quitosana-goma arabica contendo o 6leo
da semente do maracuja (NP-OSM) (2,25 mg/mL do éleo e 1,50 mg/mL do material de parede) (d). As
setas indicam: depressbes (—), regides de achatamento das hifas (), pontos de inchaco (—),
superficie enrugada (—), hifas com diametros distintos () e deposi¢cao de material ().
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Fonte: A autora (2021).

Hifas crescidas na presenca de nanoparticulas brancas de quitosana-goma
arabica (NP) (0,5 mg/mL) mostraram-se distorcidas, com diametros distintos e
superficie enrugada (Figura 10c). Estudos anteriores relataram a capacidade da
quitosana e de suas nanoparticulas, ndo apenas de inibir o crescimento fungico,
como também de causar danos morfologicos e estruturais as hifas. (BERGER et al.,
2018) reportaram que hifas de C. fruticola tratadas com quitosana fungica (7500
ppm) também apresentaram rugosidade, além de depressdes em sua superficie.

Tais alteracbes sugerem que a forma pela qual as nanoparticulas de quitosana e
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goma arabica inibem o crescimento de Colletotrichum provém da interacdo direta
com a parede celular fangica. Como citado anteriormente, a elevada carga
superficial das nanoparticulas de quitosana Ihe confere a capacidade de se ligar
eletrostaticamente aos fosfolipidios presentes na membrana celular fingica, gerando
uma desestabilizacdo da membrana e alterando de sua permeabilidade (PALMA-
GUERRERO et al.,, 2010; VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017). Membrana e
parede celulares estdo intimamente ligadas, visto que, complexos de sintase
associados a membrana plasmatica sdo responsaveis pela formacdo de
componentes importantes da parede celular (por exemplo, quitina e B-glucanas).
Assim sendo, perturbacdes causadas a membrana e a tais reacdes enzimaticas
podem afetar a forma e o crescimento dos fungos (LOPEZ-MOYA; SUAREZ-
FERNANDEZ; LOPEZ-LLORCA, 2019).

As nanoparticulas brancas (NP) ainda foram capazes de causar pontos de
inchacos ao longo das hifas. Modificacdo similar foi identificada por Nascimento et al.
(2020) em hifas de C. gloesporioides expostas a solucdo de quitosana em acido
citrico (2,5 mg/mL) e que pode estar relacionada a perda do balanco osmatico da
célula, também em consequéncia do aumento da permeabilidade da membrana
(GALVEZ-IRIQUI et al., 2019; PEl et al., 2020).

O d6leo da semente do maracuja nanoencapsulado (NP-OSM) (2,25 mg/mL do
6leo e 1,50 mg/mL do material de parede) causou danos severos as hifas expostas.
As hifas apareceram aglomeradas, com diferentes diametros e apresentaram
deposicdo de material em sua superficie. Algumas delas perderam sua parede
celular e aparecem totalmente colapsadas (Figura 10d). O depdsito de material
observado resulta na sua deformacdo devido a alta transferéncia de energia e o
bloqueio da captacdo de nutrientes, resultando em sua morte. (SHARMA,;
DEWANJEE; KOLE, 2016; XING et al., 2015)

Conforme afirmado por Bautista-Bafios et al. (2003) e verificado na Figura 10c,
fungos do género Colletotrichum sdo extremamente sensiveis a quitosana. Portanto,
a incorporacdo do Oleo da semente do maracuja em nanoparticulas desse
biopolimero pode ter contribuido para aumentar a severidade dos danos causados
ao fungo. Além disso, apesar de se encontrar na mesma concentracdo na qual foi

aplicado na sua forma livre (2,25 mg/mL), a encapsulacédo do oleo da semente do
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maracuja pode ter Ihe proporcionado uma distribuicdo mais homogénea ao longo da
superficie celular, bem como promovido sua liberacdo sustentada, o que também

pode ter contribuido para uma melhor atividade antifungica (RIBES et al., 2016).

Micélios controle de A. niger apresentaram hifas tubulares e conidiéforos com
morfologia regular e uniforme. Conidios foram produzidos em grande quantidade
(Figura 11a). O o6leo da semente do maracuja (OSM) (3,0 mg/mL) bem como as
nanoparticulas brancas (NP) (2,0 mg/mL) ndo foram capazes de causar alteracdes
significativas na morfologia de A. niger (Figura 11b e 11c).

Figura 11 - Microscopia eletronica de varredura de A. niger. Micélio controle (a), apds exposi¢édo ao
Oleo da semente de maracuja (OSM) (3,0 mg/mL) (b); a nanoparticulas brancas de quitosana-goma
arabica (NP) (2,0 mg/mL) (c) e a nanoparticulas de quitosana-goma ardbica contendo o dleo da
semente do maracuja (NP-OSM) (3,0 mg/mL do 6leo e 2,0 mg/mL do material de parede) (d). As
setas indicam: superficie enrugada (—) e deposi¢do de material ().

"

X16@ 100um 0000 X2, Soa = 10um 0008 3

Fonte: A autora (2021).
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Uma concentracdo 4 vezes menor das nanoparticulas brancas (0,5 mg/mL)
causou alteracdes na estrutura de C. siamenses (Figura 10c), o que ratifica as
observacdes feitas na se¢do anterior sobre a resisténcia e a sensibilidade do A.
niger e do C. siamense a quitosana, respectivamente. Vale ressaltar que neste
ensaio foram utilizadas concentragBes sub-inibitérias, que podem nao ter sido
suficientes para causar modificacbes na morfologia de A. niger. Interessantemente,
micélios expostos as nanoparticulas contendo o 6leo da semente do maracuja
encapsulado (NP-OSM) nas mesmas concentracdes testadas individualmente (3,0
mg/mL do o6leo e 2,0 mg/mL do material de parede) foram capazes de causar danos
severos as hifas de A. niger. E possivel observar finas granulacdes depositadas na
superficie das hifas, que se apresentaram distorcidas e extremamente enrugadas.
As NP-OSM foram capazes ainda de inibir a especializacdo das hifas e a conidiacao,

gue é fundamental para reproducéo e sobrevivéncia do fungo (Figura 11d).

O tamanho nanométrico das nanoparticulas e, consequentemente, a elevada
razao entre sua area superficial e seu volume podem ter proporcionado um maior
contato entre o Oleo e a parede celular fungica. Além disso, considerando a
resisténcia do A. niger a quitosana, a presenca de 6leo adsorvido em sua superficie
pode ter facilitado a entrada das nanoparticulas de quitosana-goma arabica nas
células, potencializando a atividade antifingica de ambas as substancias (SHARMA
et al., 2010; SHETTA; KEGERE; MAMDOUH, 2019).

Este é o primeiro trabalho a relatar a atividade antifingica do 6leo da semente
de maracuja. Apesar do mecanismo de ac¢do ndo estar totalmente esclarecido, 0s
resultados da andlise ultraestrutural mostraram que o 6leo da semente do maracuja
e nanoparticulas brancas de quitosana e goma ardbica foram capazes de causar
danos as hifas de C. siamense. E que a aplicacdo de nanoparticulas de quitosana e
goma arabica contendo o 6leo da semente do maracuja ndo s6 causou danos mais
severos ao C. siamense que as duas substancias utilizadas individualmente, como
também foi capaz de induzir alterac6es na morfologia de A. niger, tornando-se uma
alternativa para o controle destas espécies. No entanto, novos estudos sado
necessarios para elucidar os mecanismos exatos da interacdo entre as substancias

testes e os fungos.



75

5.5.4.3 Determinacdo da atividade antifungica in vivo: bioatividade de
coberturas sobre o crescimento fangico em morangos (Fragaria X ananassa
Duch.)

O morango é uma fruta amplamente cultivada em todo mundo devido a seus
aroma e sabor atraentes e seu elevado valor econémico (Wang et al., 2015). No
entanto, possui vida de prateleira extremamente curta (aproximadamente 5 dias sob
refrigeracdo) em consequéncia da sua rapida desidratacdo, alteracfes fisioldgicas,
danos mecanicos e susceptibilidade a deterioracdo por fungos, o que limita sua
comercializacdo e consumo (OLIVEIRA et al., 2019; VALENZUELA et al., 2015).

Coberturas e filmes comestiveis a base de nanoparticulas de quitosana
(incorporadas ou ndo com compostos antimicrobianos) tém proporcionado
resultados promissores na preservacédo de frutas e vegetais (MELO et al., 2018;
CORREA-PACHECO et al., 2017; DIVYA et al., 2019; GONZALEZ-SAUCEDO et al.,
2019; MOHAMMADI; HASHEMI; MASOUD, 2015). Ao fim do periodo de
armazenamento, a cobertura a base de nanoparticulas de quitosana-goma arébica
contendo o 6leo da semente do maracuja (NP-OSM) aplicada na CIM proporcionou
o0 menor percentual de infeccao visivel (60%) em morangos previamente infectados
por Aspergillus niger armazenados a 10 + 2°C, enquanto no grupo controle (sem
cobertura) e no grupo coberto com glicerol (2,5% v/v) os percentuais de incidéncia
do mofo-preto foram de 100 e 90%, respectivamente. Esses resultados corroboram

a atividade antifungica do nanossistema verificada in vitro.

A aplicacdo de cobertura baseada em nanoparticulas de quitosana fungica
(2,5 mg/mL) proporcionou a Melo et al. (2020b) redugbes de 30, 45 e 50% na
incidéncia de infeccdo causada por Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer e
Aspergillus niger, respectivamente, em morangos infectados artificialmente.
Mohammadi et al. (2015) também avaliaram o efeito de coberturas de
nanoparticulas de quitosana na conservagdo pos-colheita de morangos. Os
tratamentos baseados em nanoparticulas de quitosana e nanoparticulas de
qguitosana contendo 6leo de Zataria multiflora ndo sé apresentaram 0s menores
indices de mofo-cinzento (66,67 e 16,67%), como também foram capazes de

retardar o inicio dos sintomas da doenca.
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A Figura 12 apresenta a aparéncia dos morangos com e sem coberturas apés
12 dias de armazenamento. Nota-se que o fruto do grupo controle esti
completamente contaminado, enquanto morangos recobertos com NP-OSM
mantiveram sua aparéncia ao fim do periodo de armazenamento, fator importante
para a aceitabilidade dos consumidores (PAVINATTO et al., 2019).

Figura 12 - Aparéncia dos morangos previamente infectados com A. niger apés 12
dias sob refrigeracao: controle (sem cobertura) (a); recoberto com glicerol 2,5%
(v/v) (b); recoberto com NP-OSM na concentragdo inibitdria minima (CIM) (c).

a) b) ©)

Fonte: A autora (2021).

As coberturas comestiveis formam uma barreira semipermeavel ao redor da
fruta, que regula as trocas gasosas, reduz a perda de umidade e a taxa de
respiragdo, mantendo a sua qualidade (TOVAR et al., 2018; YUAN; CHEN; LI, 2016).
Ademais, devido a sua hidrofobicidade, a presenca do OSM nas nanoparticulas
pode ter potencializado as propriedades da barreira fisica (BARRETO et al., 2016).
De acordo com Oliveira et al. (2014), baixas temperaturas de armazenamento
contribuem para a desaceleracdo do processo de maturacdo do fruto, além de
diminuir a patogenicidade dos fungos. Os fatores apresentados em associagcdo com
a capacidade das NP-OSM de atuar diretamente sobre A. niger demonstrada nos
ensaios de atividade antifungica in vitro resultaram na reducdo da incidéncia do

mofo-preto em morangos e extensédo do seu tempo de prateleira.
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6 CONCLUSAO

O d6leo da semente do maracuja (OSM) foi eficientemente incorporado as
nanoparticulas de quitosana-goma ardbica (NP) via emulsificacdo e coacervagao
complexa. O tamanho das particulas estad diretamente relacionado ao conteudo
inicial de 6leo, enquanto o potencial zeta apresenta relacdo inversa. A formulacéo
NP-OSM-0,50 mostrou-se mais estavel durante o armazenamento sendo, portanto,
escolhida para caracterizacéo e utilizada nos demais experimentos. NP-OSM foram
completamente caracterizadas por MEV, MET, FTIR e TGA/DSC. Tanto o OSM
como as NP-OSM apresentaram atividade antifungica contra C. siamense e A. niger.
Experimentos de atividade antifungica in vitro (efeito na ultraestrutura flngica)
demostraram que o Oleo da semente de maracujd nanoencapsulado (NP-OSM)
apresentou performance superior a do 6leo livre (OSM), quando aplicado na mesma
concentracdo. A aplicacdo de cobertura a base de NP-OSM reduziu
significativamente a incidéncia de mofo-preto em morangos previamente infectados
com A. niger, em comparacdo com frutos sem cobertura, tornando-se uma
alternativa aos antifingicos sintéticos para a indastria de alimentos. Além disso,
proporciona um novo direcionamento as sementes, subproduto da cadeia produtiva

do maracuja, agregando valor e tornando 0 processo mais sustentavel.
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