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RESUMO

A producado de bebidas a base de uva pode gerar residuos como o bagaco e as
sementes, 0s quais sdo potenciais fontes de aproveitamento tecnoldgico para
obtencdo do 6leo vegetal e de fitonutrientes. A catequina € um polifenol abundante
nas uvas que apresenta diversas atividades importantes como antioxidante,
antibacteriana, antifugica e anti-inflamatéria. Contudo, sua estrutura é quimicamente
instavel, o que torna importante a aplicacdo de técnicas de protecdo como a
nanoencapsulacdo. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e
caracterizar nanoparticulas contendo 6leo da semente de uva (Vitis vinifera L.) e
catequina, utilizando quitosana e goma arabica como agentes encapsulantes, bem
como avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas. As nanoparticulas foram
produzidas pela técnica de coacervacdo complexa usando a proporcao
catequina:acido ascorbico 1:1 (NP-OSU-Cat-1) caracterizadas por Espalhamento
Dindamico de Luz (DLS), potencial Zeta, eficiéncia de encapsulacdo (EE%),
espectroscopia nha regido do infravermelho (FTIR), microscopia eletronica de
varredura (MEV), termogravimetria (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial
(DSC). A atividade antimicrobiana baseou-se na obtencédo da concentragéo inibitoria
minima (CIM) pela técnica de microdiluicio em caldo. As particulas apresentaram
tamanho nanométrico de 178,56+4 nm, indice de polidispersédo de 0,268, potencial
zeta de +16,56+1,01mV, EE% da catequina de 67,74%. As nanoparticulas
mantiveram-se estaveis, quanto as analises de DLS, potencial zeta e aspectos
macroscopicos (auséncia de mudanca de coloracdo, formacdo de sedimentos e
cremagem), por aproximadamente 20 dias a 4°C. Além disso, as analises de
infravermelho confirmaram que ocorreu a formag¢do das nanoparticulas levando a
obtencdo de nanossistema que apresentou morfologia esférica bem definida
segundo andlises de MEV. As andlises térmicas (DSC e TGA) indicaram
deslocamento da temperatura de decomposi¢do das nanoparticulas comparado aos
polimeros isolados, sendo superior a 200°C. As nanoparticulas tambéem
apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias de origem alimentar
Gram-positivas.(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faeciu e
Listeria monocytogenes) e Gram-negativas (Salmonella enteric subsp. enterica
serovar typhimurium e Escherichia coli) com CIM de 1,50 mg/mL a 4,50 mg/mL para

concentracéo equivalente do Oleo da semente de uva nas nanoparticulas e CIM de



0,20 mg/mL a 0,60 mg/mL para concentracdo equivalente da catequina nas
nanoparticulas. Os resultados obtidos sugerem que as nanoparticulas de quitosana
e goma ardbica contendo Oleo de semente de uva e catequina, tem elevado
potencial para aplicacdo na indastria alimenticia para o densenvolvimento de

alimentos com propriedades funcionais.

Palavras-chave: compostos bioativos; polifenol; biopolimeros; o6leo vegetal;

nanotecnologia.



ABSTRACT

The production of grape-based beverages can generate residues such as bagasse
and seeds, which are potential sources of technological use to obtain vegetable oil
and phytonutrients. Catechin is an abundant polyphenol in grapes that has several
important activities such as antioxidant, antibacterial, antifungal and anti-
inflammatory. However, its structure is chemically unstable, which makes it important
to apply protection techniques such as nanoencapsulation. In view of the above, the
objective of this work was to develop and characterize nanoparticles containing
grape seed oil (Vitis vinifera L.) and catechin, using chitosan and gum arabic as
encapsulating agents, as well as to evaluate the antimicrobial activity of the
nanoparticles. The nanoparticles were produced by the complex coacervation
technique using the catechin:ascorbic acid ratio 1:1 (NP-OSU-Cat-1) characterized
by Dynamic Light Scattering (DLS), Zeta potential, encapsulation efficiency (EE%),
spectroscopy in the infrared region (FTIR), scanning electron microscopy (SEM),
thermogravimetry (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC). The
antimicrobial activity was based on obtaining the minimum inhibitory concentration
(MIC) by the broth microdilution technique. The particles had a nanometric size of
178,564 nm, polydispersity index of 0,268, zeta potential of +16,56+1,01mV, EE%
of catechin of 67,74%. The nanoparticles remained stable, regarding the analysis of
DLS, zeta potential and macroscopic aspects (absence of color change, sediment
formation and cremation), for approximately 20 days at 4°C. In addition, the infrared
analyzes confirmed that the formation of nanoparticles occurred, leading to the
obtaining of a nanosystem that presented a well-defined spherical morphology
according to SEM analysis. The thermal analyzes (DSC and TGA) indicated a shift in
the decomposition temperature of the nanoparticles compared to the isolated
polymers, being greater than 200°C. The nanoparticles also showed antimicrobial
activity against Gram-positive bacteria (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faeciu and Listeria monocytogenes) and Gram-negative bacteria
(Salmonella enteric subsp. enterica serovar typhimurium and Escherichia coli) with
MIC of 1, 50 mg/mL to 4,50 mg/mL for equivalent concentration of grape seed oil in
the nanoparticles and MIC of 0,20 mg/mL to 0,60 mg/mL for equivalent concentration
of catechin in the nanoparticles. The results obtained suggest that chitosan and gum
arabic nanoparticles containing grape seed oil and catechin have high potential for



application in the food industry for the development of foods with functional
properties.

Keywords: bioactive compounds; polyphenol; biopolymers; vegetal oil;
nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

A uva (Vitis vinifera L.) € uma fruta pertencente a familia Vitaceae, a qual
apresenta excelente composicdo de macro e micronutrientes, como carboidratos,
fibras, vitaminas e minerais, além de altos teores de fitonutrientes. Suas cascas e
sementes apresentam uma diversidade de compostos polifenélicos como os
flavonoides, acidos fendlicos, resveratrol e antocianinas, que desempenham elevada
capacidade antioxidante (NIRMALA; NARENDHIRAKANNAN, 2017). Os
antioxidantes naturais apresentam elevada capacidade para serem utilizados
ampliando o tempo de vida util dos produtos na industria alimenticia, como também
podem diminuir o risco de patologias associadas ao estresse oxidativo, como
neoplasias, doencgas cardiovasculares e neurodegenerativas, assim proporcionando
repercussdes positivas a saude do consumidor (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015;
DE CAMARGO et al., 2017).

Uma das principais aplicacbes da uva € na industria vinicola, processo no
qual sdo gerados residuos, como 0 bagaco e as sementes. Estas ultimas
apresentam um teor de lipideos variando de 13% a 19%, e podem ser aproveitadas
para obtencédo de 6leo (CECCHI et al., 2019). O 6leo da semente de uva tem sido
citado na literatura cientifica em funcdo dos seus beneficios, como regulacdo do
metabolismo lipidico, reducdo da inflamacdo e obesidade, e pelo seu potencial
nutricional (SHINAGAWA et al., 2015; MAHANA et al., 2019). Além disso, apresenta
alto contetdo de &cidos graxos poli-insaturados e de vitamina E, indicando boa
aplicabilidade tecnoldgica na industria de alimentos (CECCHI et al., 2019).

A catequina € um composto polifendlico amplamente presente em bebidas,
vegetais e frutas, como vinho tinto, maca, uva, chocolate e em grande concentracéo
nas folhas do cha verde (Camellia sinensis) (RASHIDINEJAD et al., 2014; AHMAD et
al., 2019). E reconhecida por apresentar diversas atividades bioldgicas, como
antioxidantes, antibacteriana, anti-inflamatéria e antitumoral (LI et al., 2018; AHMAD
et al.,, 2019). Sendo assim, possui elevado potencial para aplicacdo na induatria
farmacéutica e alimenticia (HAN et al., 2022).

A catequina apresenta algumas limitacbes que dificultam a aplicacdo da
molécula isolada nos produtos alimenticios, como sabor amargo e adstrigente,

instabilidade quimica mediante a presenca de oxigénio, luz, pH alcalino e
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temperaturas elevadas. Além de baixa biodisponibilidade, em funcdo baixa
permeabilidade e condi¢bes intestinais, como pH elevado. Diante disso, a
nanoencapsulacdo pode ser um método eficiente para protecédo da catequina contra
degradacdo em condicdes ambientais desfavoraveis, bem como melhorar sua
biodisponibilidade e bioatividade (LI et al., 2018; AHMAD et al., 2019; HAN et al.,
2022).

Varios polimeros naturais podem ser utilizados como matéria prima para
técnica de nanoencapsulacdo, entre eles a quitosana e a goma arabica, (TAN et al.,
2016; KIM et al., 2021). A quitosana é um polissacarideo de cadeia linear, produzido
a partir da desacetilacdo parcial da quitina, a qual pode ser obtido de crustaceos,
insetos e certos fungos. Pesquisas utilizando a quitosana vem crescendo, em fungéo
das suas caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade
adsortiva, acdo antimicrobiana de amplo espectro, acdo antioxidante e de
regeneracao tecidual (DASH et al., 2011; DA ROSA et al., 2013; FERREIRA et al.,
2014, RODRIGUES et al., 2020). Além disso, tem mostrado grande potencial para
aplicacdo na medicina, indastria farmacéutica e de alimentos, sendo nesta ultima
classificado como geralmente reconhecido como seguro -“GRAS” (DASH et al.,,
2011; DA ROSA et al., 2013).

Outro composto natural que pode ser utilizado no processo de encapsulacéo
€ a goma arabica. O polimero é obtido da arvore Acacia senegal, apresenta
estrutura ramificada contendo residuos de arabinose, ramnose, galactose e acido
glucorbnico, o que proporciona maior sitios de interacdo. Além disso, é
biodegradavel e biocompativel (TAN et al., 2016; KIM et al., 2019). Este biopolimero
se destaca pelo potencial de formacdo de filme e por ser responsavel pela
resisténcia da parede das nanocapsulas, sendo considerado um bom agente
encapsulante (RIBEIRO et al., 2020).

Nanoparticulas de materiais lipidicos e poliméricos tém sido utilizados como
veiculo para entrega de moléculas bioativas, como a catequina, proporcionando
efeitos positivos na estabilidade térmica, protecdo do processo digestivo, melhor
biodisponibilidade e entrega direcionada. Além disso, pode contribuir para
propriedades sensoriais e funcionais do composto (PIMENTEL-MORAL et al., 2018).

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo preparar e caracterizar
nanoparticulas contendo oOleo da semente de uva (Vitis vinifera L) e catequina,

utilizando quitosana fungica e goma arabica como agentes encapsulantes, bem
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como avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas. A consolidacdo desta
pesquisa trarA novos dados acerca do tema de estudo, e possibilitard o
desenvolvimento e a fundamentacédo metodolOgica para o planejamento e execucgao
de pesquisas com énfase em nanoencapsulacdo de compostos polifenélicos em

bases lipidicas para uma possivel aplicacdo na industria de alimentos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS E ECO SUSTENTABILIDADE

A procura por estilo de vida mais saudavel tem mobilizado a populacao por
uma alimentacdo mais equilibrada, assim, resultando em aumento da procura por
alimentos funcionais (REIS et al., 2017). Estes alimentos s&o caracterizados por
apresentarem, além dos macros e micronutrientes necessarios para o
funcionamento do organismo, compostos bioativos, como os polifenolicos. O
consumo diario desses alimentos esta associado a reducao dos riscos de doencas
cronicas associadas a dieta como doencas cardiovasculares, hipertensao, cancer,
obesidade e diabetes (CERQUEIRA et al., 2017; REIS et al., 2017).

Como alternativa para suprir a demanda por alimentos ditos funcionais, a
industria de alimentos tem aumentado a atencdo quanto ao aproveitamento de
residuos gerados durante o processamento de alimentos, principalmente na
producdo de frutos do mar, carnes, processamento de laticinio, vegetais, frutas e
vinhos (ARUN et al., 2020; VODNAR et al., 2017). O setor agroindustrial € uma das
areas que produz elevadas quantidades de residuos, os quais podem trazer grandes
impactos ambientais, uma vez que, sdo destinados para locais inadequados, como
aterros ou sdo queimados (ARUN et al., 2020; ZALAZAR-GARCIA et al., 2020).

Os residuos industriais de origem vegetal sdo de grande interesse para
industria alimenticia, em funcdo do baixo custo e da quantidade de matéria prima
disponivel (VODNAR et al., 2017). Esses subprodutos podem ser boas fontes de
nutrientes e compostos bioativos como fibras, carboidratos, proteinas, acidos graxos
e compostos fendlicos, os quais podem ter diversas aplicacdes, em funcdo do seu
potencial, como alimentos com propriedades funcionais, nutracéuticos e
farmacéuticos. Ainda, podem diversificar os alimentos disponiveis e evitar problemas
decorrentes da sua eliminacédo (ZALAZAR-GARCIA et al., 2020).

Atualmente, o direcionamento dos residuos agroindustriais que néo seja a sua
eliminacao, tem sido alvo de inUmeras pesquisas. A busca pelo aproveitamento eco
sustentavel desses coprodutos esta alcancando cada vez mais espaco, aléem de
estar integrado a quimica verde (KAUR et al., 2018). Mediante este fator, um novo
modelo de economia sustentavel desenvolvido por economistas e pesquisadores,
conhecido como economia circular, vem crescendo com o objetivo de minimizar os

impactos desses residuos no meio ambiente. Na economia circular, os residuos



17

obtidos de um produto séo utilizados na obtencdo de uma nova matéria-prima
(PRZYKAZA et al., 2021).

A criacdo de novas técnicas para obtencdo e utilizacdo desses compostos
bioativos que apresentam alto valor agregado, sdo de grande interesse para sua
aplicacdo, como na industria alimenticia, comética e farmacéutica. (RAVIDRAN;
JAISWAL, 2016). A utilizacdo de sementes de frutas para obtencdo de novos
produtos alimenticios como 0leo vegetais tem aumentado, devido as consequéncias
positivas para saude em razdo das suas propriedades nutricionais, bem como por
fatores econdémicos (PRZYKAZA et al., 2021). Além disso, os subprodutos obtidos
apos a extracdo do 6leo, a torta de prenssagem, podem ser utilizados como
alternativa de proteinas vegetais com boa composicdo de aminoacidos essenciais e
de compostos bioativos (SA et al., 2021). Subprodutos como cascas e sementes
também, podem ser utilizadas pela industria alimenticia como fonte de fibras
solaveis, com potencial prebiético, anti-inflamatério e antioxidante (ALBUQUERQUE
et al., 2019).

2.2 APLICACAO INDUSTRIAL DA UVA E SEUS COPRODUTOS

A producdo de uva tem sido economicamente importante, uma vez que
podem ser destinadas para producao de produtos alimenticios, como sucos e vinhos
(MAHANNA et al., 2019). O genéro Vitis abrange 68 espécies, entre estas destaca-
se a Vitis vinifera L., também conhecida como uva europeia ou para vinhos (FIDELIS
et al., 2019).

Um dos grandes problemas da industria de vinificacdo é a elevada
quantidade de residuos, como cascas e sementes, que sdo gerados e o destino
desses subprodutos (MAHANNA et al.,, 2019). Segundo Cechi et al. (2019) na
producdo de uvas cerca de 20% sdo constituidos pelos subprodutos, desses
aproximadamente 47% sao sementes.

Os subprodutos das uvas destacam-se por serem boas fontes de compostos
polifendlicos como acido cafeico, acido galico, quercetina, catequina e epicatequina
(DE CAMARGO et al., 2014). As cosncentracdes de fendlicos totais nas uvas se
distribuem aproximadamente 10% na polpa, 28% a 35% na casca e 60% a 70% nas
sementes (FIDELIS et al., 2019).

A composicao nutricional das sementes de uva apresentam aproximadamente
3% de minerais, 7% de agua, 11% de proteina, 35% de fibra (SHINAGAWA et al.,
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2015) e 13% a 19% de conteudo lipidico. Destas sementes pode ser obtido o 6leo, o
qual pode ser utilizado para o consumo humano (MAIER et al., 2009; CECHI et al.,
2019). A aplicacdo do Oleo de semente de uva ja € bem propagado em alguns
paises da Europa, e crescentemente tem ganhado notoriedade para utilizacao
culinaria  (SHINAGAWA et al.,, 2015), isso porque sua composicdo contém
majoritariamente 4cidos graxos insaturados, destacando-se o acido graxo do tipo
oleico (C18:1n- 9) com cerca de 10% a 20% e linoleico (C18:2n- 6), o qual
constitui mais de 70% (ROMBAUT et al., 2015; LI et al., 2020). Os acidos graxos do
tipo linoleico também s&o encontrados em grande proporcdo em outros Oleos
vegetais comercialmente vendidos, como o de milho, soja e girassol, que sé&o
bastante utilizados para fins alimenticios (SHINAGAWA et al., 2015). Os &cidos
linoleicos s@o considerados acidos graxos essenciais, de grande relevancia para
saude, uma vez que atuam em diversos processos metabdlicos, como efeitos
hipolipemiante e hepatoprotetor (RIBEIRO et al., 2017).

Além de apresentar elevado percentual de acidos graxos de importante valor
agregado, o 6leo da semente de uva também possui cerca de 10% de acidos graxos
saturados (C16:0, C18:0, C20:0). Esses proporcionam ao 6leo elevado ponto de
fumaca, 190 °C a 230 °C, o que pode ser interessante para aplicacao culinaria que
utilizam elevadas temperaturas, como a fritura (ROMBAUT et al., 2015; MARTIN et
al., 2020).

O oOleo de semente de uva apresenta compostos bioativos como as
catequinas, epicatequinas, trans-resveratrol, tocoferéis e tocotriendis, isbmeros da
vitamina E, conhecido como y-tocotrienol. O y-tocotrienol € encontrado em grande
proporcdo no Oleo de semente de uva e dificimente nos outros 0leos
comercialmente vendidos, a qual esta associado a elevada capacidade antioxidante,
0 que pode possibilitar maior resisténcia a degradacéo lipidica do 6leo (ROMBAUT
et al., 2015; SHINAGAWA et al., 2015; ISMAIL; SALEM; EASSAWY, 2016).

N&o apenas na preservacdo da qualidade do 6leo é que esses compostos
bioativos sdo importantes, mas também essa potente propriedade pode ser utilizada
como mecanismo de protecao a saude (ISMAIL; SALEM; EASSAWY, 2016). Nesse
ponto de vista, alguns estudos verificaram atividades importantes do oOleo de
semente de uva (Vitis vinifera), como papel protetor sobre a lesdo hepatica aguda
induzida por CCl,; em ratos irradiados com raio y (ISMAIL; SALEM; EASSAWY,
2016), atividade inibitoria sobre a enzima PTP-1B, que tem elevada expressédo na
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diabetes tipo 2 (CECHI et al., 2019), e reducado na inflamacao, resisténcia a insulina
e colesterol sérico em mulheres com sobrepeso ou obesas (IRANDOOST;
EBRAHIMI-MAMEGHANI; PIROUZPANAH, 2013).

Devido ao perfil de acidos graxos e compostos bioativos, estudos recentes
tém aplicado o 6leo da semente de uva como ingredientes em alguns produtos
alimenticios, verificando efeitos positivos. Kokabian et al. (2020) aplicou o éleo em
iogurtes desnatados, verificando que o melhor percentual deste o6leo (1,5%) no
produto promoveu caracteristicas como textura e dureza semelhante ao iogurte
integral, além de boa aceitacdo e maior teor de &cidos graxos insaturados. No
trabalho de Kim et al. (2020), o 6leo da semente de uva pré-emulsionado com
gelatina e alginato foi aplicado como substituto de gordura animal em emulsdo
carnea. Os autores verificaram que a substituicdo melhorou as caracteristicas fisico-
quimicas como textura, umidade e viscosidade, além de reducdo da oxidacdo
lipidica comparada ao controle, podendo substituir parcialmente a gordura de porco
na emulsdo carnea.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas na obtencdo do 6leo, entre eles a
extracdo por solvente e prensagem a frio (ROMBAUT et al., 2015). A extracao por
solventes traz um maior rendimento, em funcdo da capacidade dos diferentes
solventes em extrair as fragcbes polares a apolares. Entretanto, podem alterar a
composicdo do 6leo, como o teor de compostos bioativos e estrutura dos acidos
graxos, em funcdo da temperatura elevada, exposicdo ao oxigénio ou ao solvente,
assim, produzindo 6leos com menor estabilidade oxidativa. Além disso, o uso de
solventes pode deixar residuos téxicos ao produto podendo ser prejudicial a saude
(PETROPOULOS et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Assim, a prensagem a frio &
mais vantajosa comparada a utilizacdo de solventes, uma vez que a extracao do
Oleo é realizada pela forca mecénica, sem utilizacdo de reagentes ou temperaturas
elevadas. E considerada uma técnica de extracdo verde, ou seja, que ndo traz
prejuizos ao meio ambiente e a saude. Contudo, neste método o rendimento do 6leo
é baixo (PETROPOULOS et al., 2018; LI et al., 2020).

O 6leo obtido da prensagem a frio pode conter um maior teor de compostos
bioativos, como os fendlicos e antioxidantes, uma vez que nao € utilizado tratamento
térmico e solventes (SHINAGAWA et al., 2015). No entanto, os compostos bioativos
apresentam baixa estabilidade a diferentes circunstancias, como: processamento e

armazenamento de alimentos, ambientes acidos e alcalinos, luz, calor, oxigénio e
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condi¢cbes do trato gastrointestinal. Assim, restringindo suas aplica¢des, em funcao
do comprometimento de seus beneficios. Uma das possiveis alternativas para
superar essas limitacdes € incorporacdo desses compostos em matrizes de
encapsulamento, como as nanoparticulas (LIU et al., 2019; ROSTAMABADI et al.,
2020).

2.3 POLIFENOIS DIETETICO

A procura de produtos fontes de compostos bioativos como os fendlicos e/ou
polifendlicos tem atraido cada vez mais a atengéo por parte da industria alimenticia
e farmacéutica, e também dos consumidores, uma vez que podem atuar na
promocdo da saude. Estes compostos tém sido associados a diversas atividades
importantes como, protecdo contra radiacdo, acao antimicrobiana, atividade
antioxidante, protecdo de doengas como as neurodegenerativas e cardiovasculares
(DE CAMARGO et al., 2014; LIANG et al., 2016; PIMENTEL-MORAL et al., 2018), e
também atividade prebidtica, que através da modulacdo da microbiota intestinal
pode trazer beneficios ao hospedeiro, como reducdo do colesterol, e, controle da
glicemia (DE ARAUJO et al., 2021). Um fator determinante na acdo dessas

moléculas e suas atividades € sua estrutura quimica (DE CAMARGO et al., 2014).

Os polifendis estdo presentes em alimentos, como frutas, chocolates,
verduras, bebidas como sucos e vinhos (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015; DE
CAMARGO et al., 2017). Os polifendis de origem natural tém sido procurados para
aplicacbes em matrizes alimentares como ingrediente prebiético, corante natural
alimentar, elaboracdo de embalagens bioativas (DE ARAUJO et al., 2021), aditivo
antimicrobiano e antioxidante, uma vez que podem atuar na inibicdo da oxidacéo
lipidica (DE CAMARGO et al., 2017).

Os compostos fendlicos e/ou polifendis sdo metabdlitos secundarios
sintetizados a partir de vias, como pentose fosfato, chiquimato e fenilpropandide (DE
ARAUJO et al., 2021). Esses compostos sdo produzidos pelas plantas mediante a
processos, como crescimento, pigmentacdo, polinizagcdo, e, também, como
mecanismo de defesa a algum estresse ambiental, como pragas e/ou radiacao
ultravioleta. Na natureza existem aproximadamente 10000 tipos de fendlicos

identificados. Sdo formados por um ou mais fenol, anel benzénico ligado a uma



21

hidroxila (PIMENTEL-MORAL et al., 2018). Podem ser classificados, de acordo com
a estrutura quimica, em simples ou complexa. Os compostos de estrutura simples
sdao formados por apenas um fenol. Nesse grupo estdo incluidos os fendlicos e
acidos fendlicos, sendo que este ultimo apresenta um acido carboxilico ligado ao
fenol. J& os de estrutura complexa, os polifendis, apresentam dois ou mais fendis
ligados a uma ou mais hidroxila. Dentre os polifendlicos destacam-se os taninos,
estilbenos e flavonoides (FRAGA et al., 2010; LEOPOLDINI; RUSSO; TOSCANO,
2011).

Os flavonoides estdo amplamente distribuidos nos alimentos naturais. Essas
biomoléculas tém chamado atencao por desempenhar diversos efeitos biolégicos,
como antimicrobiano, vasodilatador, antialérgico e anti-inflamatorio. De forma geral,
os flavonoides apresentam em sua composicdo molecular (Figura 1) pelo menos 15
carbonos, C6-C3-C6, apresentando dois anéis benzénicos (A e B) ligados por uma
cadeia de 3 carbonos, que pode formar um pirano heterociclico (anel C). Sdo
encontrados aproximadamente 7000 tipos de flavonoides, dentre esses as
subclasses mais conhecidas sdo as antocianidinas, isoflavona, flavona, flavanona,
flavonol e flavanol (NABAVI et al.,, 2020). Dentre os flavonoides amplamente
consumidos esta a catequina, a qual pertence ao subgrupo dos flavanol (ou flavan-3-
ols) (GADCARI; BALARMAN, 2015).

Figura 1 — Estrutura geral dos flavonoides

Fonte: (NABAVI et al., 2020)

2.3.1 (+) - Catequina
O grupo das catequinas corresponde aproximadamente a 70% polifendis,

sendo de grande relevancia devido aos efeitos positivos a saude, como também por
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suas caracteristicas sensoriais (GADCARI;BALARMAN, 2015). Além disso, é
certificada como segura pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA (HAN et
al., 2022). A catequina esta presentes em alimentos, como vinho tinto, uvas pretas,
morango, macd, damasco, (BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE, 2018;
RASHIDINEJAD et al., 2021), chocolate amargo (KIRIMI; WILLIASON, 2015) e em
grande proporcdo nas folhas do cha verde (Camellia sinensis)
(GADCARI;BALARMAN, 2015; BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE, 2018).

A estrutura quimica da catequina (Figura 2) € composta por dois anéis
aromaticos (anéis A e B) e um heterociclico dihidropirano (anel C), associado a um
grupo hidroxila no carborno 3. Em fungdo da estrutura pode existir como dois
isbmeros geomeétricos, (+) e (-) - catequina ou (+) e (-) — epicatequina
(BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE, 2018). Além disso, também podem se
condensar com o grupo galato, através da esterificacdo, formando compostos como
galato de epicatequina (ECG), epigalocatequina (EGC) e galato de epigalocatequina
(EGCG) (GADCARI;BALARMAN, 2015; BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE,
2018).

Figura 2 — Estrutura quimica da catequina
OH

OH

()

Fonte: (HO et al., 2017)

Foi demonstrado através de estudos in vitro e/ou em modelo animal que a
catequina exerce atividade antioxidante (KAUR et al., 2017), anticarcinogénica (JAIN
et al., 2013), antifungica (SAITO et al., 2013), antibacteriana (GOMES et al., 2018),
anti-inflamatéria  (NAKANO et al., 2019; HODGES; SASAKI; BRUNO, 2020)
neuroprotetora (EJAZ AHMED et al., 2013; SOLOMON JOSIAH et al.,, 2021),
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hepatoprotetora (AKINMOLADUN et al., 2018; HODGES; SASAKI; BRUNO, 2020),
de prevencao e tratamento da dermatite de contato (NAKANO et al., 2019), de
reducdo do peso corporal por meio da regulacédo da microbiota intestinal (HUANG et
al., 2016). Fora isso, também foi observado acéo protetora sobre a citotoxidade de
produtos de glicagdo avancada, sendo estes produtos diretamente relacionados com
respostas inflamatdérias, aterogénicas e diabetogénicas (WU et al., 2021).

Grande parte dos efeitos benéficos apresentados se deve a elevada
propriedade antioxidante da catequina. Tal atividade pode ocorrer por meio de
mecanismos diretos ou indiretos (BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE, 2018).
Diretamente em funcdo da sua estrutura quimica, através da doacdo de elétrons aos
radicais livres pelos grupos fendlicos OH, como também pela estabilizacdo dos
grupos aroxilas por meio da ressonancia dos seus anéis aromaticos (FRAGA et al.,
2010) ou como quelantes de metais, podendo inibir a reacdo de Feton (ZHANG,;
TSAO, 2016).

Indiretamente a catequina também pode exercer atividade antioxidante
através da modulacao de proteinas e vias de sinalizacdo, como proteina ativadora-1
(AP-1) e vias de sinalizacdo kappa B (NF-kB), respectivamente. Outro mecanismo
de acdo da catequina € pela regulacdo de enzimas antioxidantes enddégenas, como
a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE, 2018).

Devido as suas propriedades antioxidantes a catequina pode auxiliar na
prevencdo e protecdo de doencas mediadas pelo estresse oxidativo, que €
caracterizado pelo desequilibrio entre a producéo e eliminagcdo dos radicais livres. A
formacdo dessas moléculas instaveis ocorre naturalmente no corpo humano, no
entanto a exposicdo a agentes como produtos quimicos, poluicdo, metais pesados e
radiacdo ionizante, pode aumentar a producdo (ZHANG; TSAO, 2016;
CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2018).

O organismo tem o préprio sistema de defesa antioxidante enddgeno,
composto por enzimas (glutationa redutase, superoxido dismutase catalase),
antioxidantes de baixo peso molecular (albumina, acido arico, bilirrubina) e vitaminas
(acido ascorbico e tocoferdis), que quando ndo sao suficientes para manter o
equilibrio entre a producéo e eliminagdo de radicais livres, podem trazer danos a
estruturas biomoleculares, como o DNA, carboidratos, proteinas e lipideos. Devido a

isso, estao relacionadas a diversas patologias como diabetes mellitos tipo 2, artrite,
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doencas cardiovasculares, doengas autoimunes e doencas neurodegenerativas. O
consumo de alimentos fontes de antioxidantes naturais pode atuar neutralizando
esse desequilibrio causado pelo estresse oxidativo (ZHANG; TSAO, 2016;
CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2018).

N&o apenas nessa perspectiva de prevencdo de doencas é que O0sS
antioxidantes naturais, como a catequina, tém sido estudados. Esses, também,
podem atuar prolongando o tempo de prateleira dos alimentos, uma vez que
reduzem reacfes de oxidacdo, assim, proporcionando maior duracdo de suas
caracteristicas sensoriais, como cor, aroma, sabor e valor nutricional (DE
CAMARGO et al., 2017). A utilizacdo desses compostos naturais a fim de obter uma
maior durabilidade do produto alimenticio tem sido cada vez mais procurada como
alternativa pelo mercado consumidor, uma vez que antioxidantes sintéticos, como o
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) e terc-butilhidroquinona
(TBHQ) podem trazer consequéncias negativas a saude como toxicidade hepética e
possivel acdo carcinogénica (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015; DE CAMARGO et
al., 2017).

Nesse panorama, algumas pesquisas investigaram a aplicacdo da catequina
em alimentos e a durabilidade das suas qualidades sensoriais. No trabalho de
Kaewprachu et al (2015) foi produzido um filme biodegradavel de gelatina contendo
catequina-lisozima, com o objetivo de avaliar e comparar em relacdo ao filme
comercialmente vendido de cloreto de polivinila (PVC) sobre a qualidade da carne
de porco durante sete dias de armazenamento em refrigeracéo a 4 °C. Na pesquisa
foi observada menor perda de peso, de coloracdo, e reducdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico. Também, foi verificada a inibicdo da oxidacao
lipidica e de crescimento de leveduras, bolores e bactérias.

Ku, Hong e Song (2008) estudaram a incorporacédo da catequina no filme
comestivel de alga vermelha (Gelidium corneum) como embalagem de salsicha
durante doze dias em refrigeracdo a 4 °C. Os pesquisadores observaram a inibicéo
do crescimento bacteriano contra dois tipos de bactérias patogénicas, E. coli e L.
monocytogenes. Também foi verificado a inibicdo da oxidacéo lipidica do produto.
Ambos os estudos associaram os resultados positivos as atividades antimicrobiana e
antioxidante da catequina.

Outra aplicagédo da catequina em alimentos foi estudada por Zhao et al.

(2019), que observaram o efeito inibitério do flavonoide sobre formacédo de
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acrilamida. A acrilamida é um composto formado em alimentos submetidos a
elevadas temperaturas durante a coccdo, devido a reacdo de Maillard com
asparargina e acucares redutores. Este pode ser prejudicial a saude, uma vez que
estd associado ao surgimento de céncer. No intuito de melhorar a estabilidade
térmica e oxidativa da catequina, técnicas de encapsulacdo e materiais
encapsulantes tem sido propostos.

As catequinas sao cristais incolores, polares e apresentam solubilidade em
agua e metanol (GADCARI; BALARMAN, 2015). A molécula apresenta sabor
amargo e caracteristicas adstringentes (HO et al.,, 2017; HO et al.,, 2019). Além
disso, algumas condi¢cdes, como teor de oxigénio, pH e iluminacdo, afetam a
estabilidade da catequina, sendo mais suscetivel a oxidacdo em meios alcalinos.
(DUBE et al., 2010 a; LIANG et al., 2016). A concentracdo catequina ndo é
totalmente disponivel apds a ingestao devido ao menor tempo no estébmago, baixa
solubilidade no intestino e sensibilidade a algumas circunstancias do trato
gastrointestinal, como interacdbes com nutrientes, pH e presenca de algumas
enzimas (ZHANG; JUNG; ZHAO, 2016). Tais fatores dificultam sua aplicacdo para
fortificagdo em produtos alimentares, uma vez que sua biodisponibilidade é afetada,
além da baixa aceitacdo por parte dos consumidores devido suas caracteristicas
sensoriais (HO et al., 2017; HO et al., 2019).

Uma possivel alternativa a fim de proteger a molécula da catequina dos
fatores ambientais desfavoraveis e melhorar sua biodisponibilidade, €é a
nanoencapsulagao (HO et al.,, 2017; HO et al., 2019). Em relagdo a isto, alguns
sistemas de entregas utilizando a catequina foram desenvolvidos, descritos na
Tabela 1, os quais demonstraram grande potencial quanto a protecdo e entrega

controlada.
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publicados sobre a sintese de nanossitemas contendo

Nanocompostos

Principais resultados

Referéncia

Nanopatrticula de
catequina / B-ciclodextrina

Nanoemulsdes de

catequina

Nanoparticula a base de
quitosana que carregou
simultaneamente
catequina e quercetina

da
em

Encapsulagéo
catequina
B-ciclodextrina

Lipossomas de lecitina de
soja incorporados com
catequina ou galato de
epigalocatequina

Nanoparticulas de
guitosana-tripolifosfato

carregado de (+) -
catequina e (-) - galato

de epigalocatequina

As nanoparticulas apresentaram-se estaveis
em pH 4-9 e forneceram liberacdo sustentada
em condigbes gastrointestinais simuladas.
Além disso, a encapsulagdo aumentou a
estabilidade da atividade antioxidante.

As nanoemulsdes de catequinas
apresentaram-se estaveis em diferentes
condicbes de processamento de alimentos,
como pasteurizacao, esterilizacao e
processamento de alta  pressdo. A
incorporacdo em leite de coco processado a
alta pressdo prolongou sua vida util e
preservou a atividade antioxidante.

As nanoparticulas obtidas apresentaram
eficiéncia de encapsulacdo de 76,36% para
catequina e 52,23% para quercetina. Além,
disso apresentaram liberacdo sustentada e
maior atividade antioxidante e antibacteriana,
comparda aos farmacos livres.

O estudo verificou a estabilidade através da
atividade antioxidante da catequina livre e
encapsulada frente diversas condicbes de
armazenamento (pH e umidade relativa) e de
modelos alimentares(6leo, aglcar ou proteina).
A catequina livre foi sensivel ao pH alcalino e
elevada umidade relativa, porém a catequina
encapsulada nao foi. Além disso, a catequina
livre apresentou elevada degradacdo em
modelo de proteina seguida do acucar, mas
guando encapsulada retardou.

O lipossoma apresentou alta eficiéncia de
encapsulagdo e rendimento. A incorporagéo
dos polifen6is aumentou a temperatura de
transicao de fase acima de 50 °C. Além disso,
apresentou elevada retengdo em queijos com
baixo teor de gordura.

No trabalho foi comparada a eficacia da
utiizagdo de agentes redutores com a
nanoencapsulacédo e propriedade de protecao
da catequina em pH 7,4, simulando regides
alcalinas do trato gastrointestinal. A
nanoencapsulacdo protegeu a catequina em
meio alcalino, assim como a aplicacdo de
agentes redutores.

Han et
(2022)

al.,

Ruengdech e
Siripatrawan

(2021)

Li et
(2018)

Ho et
(2017)

al.,

al.

Rashidinejad
et al., (2014)

Dube et
(2010)

al.,

Fonte: A autora (2022)
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2.4 NANOENCAPSULACAO

Nanoparticulas séo particulas sélidas de tamanhos inferior a 1000 nm (KIM et
al., 2021), podendo ser encontradas de duas formas: nanocapsulas e nanoesferas
(Figura 3). As nanocapsulas sdo formadas por uma membrana polimérica com
ndcleo oleoso, j& as nanoesferas sdo compostas por particulas com matéria-prima
sélida (GALINDO-PEREZ et al., 2018). Uma das finalidades do processo de
encapsulacédo € a protecdo do material do ambiente externo, bem como de possiveis
modificacdes da composicdo, melhora da estabilidade e solubilidade do material
encapsulado, como a solubilidade de compostos hidrofobicos em matrizes
hidrofilicas (LI et al., 2018). Segundo Cerqueira et al. (2017), uma das vantagens
desse sistema em nanoescala comparado a micro e macroescala, € a melhora da
biodisponibilidade desses compostos bioativos, em funcdo do comportamento
bioadesivo, tempo de transito gastrointestinal, maior é&rea de contato,

consequentemente melhor absorgao.

Figura 3 — Representacdo das nanoparticulas poliméricas: nanocapsulas e
nanoesfera.
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a) nanocapsulas com farmaco dissolvido no nacleo oleoso; b) farmaco adsorvido na
parede polimérica da nanocapsula; c) farmaco preso na matriz polimérica da
nanoesfera; d) farmaco adsorvido na matriz polimérica da nanoesfera.

Fonte: (SCHAFFAZICK et al., 2003)

O ingrediente encapsulado pode ser liberado de duas formas, forcada ou
controlada. A liberagcédo forcada ocorre através da ruptura do material encapsulante
em funcédo de condic¢des térmicas ou mecanicas. Ja a liberagdo controlada processa-
se pela degradacdo da membrana do agente encapsulante ou difusdo do composto
encapsulado pela membrana (SOUZA et al., 2014). Em relacdo ao processo de
entrega 0 sistema em nanoescala traz maiores vantagens quando comparada a
particulas maiores, uma vez que apresenta melhores propriedades de absorcéo,

Oticas, térmicas e melhor estabilidade. Assim, torna-se promissor o uso de
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nanocapsulas na elaboracdo de novos produtos funcionais e de sistema de
embalagens (CERQUEIRA et al., 2017).

Hadidi et al.(2021) observaram resultados positivos na encapsulacdo do Oleo
essencial de hissopo em nano-complexo de proteina de ervilha-quitosana, como a
reducdo da taxa de evaporacdo dos componentes volateis do 6leo, bem como
melhor atividade antioxidante e maior eficiéncia da atividade antifungica quando
comparada com o 0Oleo ndo encapsulado, constatando maior protecdo do 6leo
quando encapsulado. Fora isso, foi testado in vivo coberturas com as nanoparticulas
em morangos infectados com Botrytis cinera, verificando a eficacia no controle da
deterioragéo e retardo dos sintomas da doenca do mofo cinzento e crescimento do
B. cinera no tempo de armazenamento. A deterioracdo na cobertura com as
nanoparticulas comecou no oitavo dia, enquanto no grupo controle no quarto dia.

No trabalho de Wang et al. (2018) foi utilizado nanopaticulas de
quitosana/tripolifosfato carregadas com 4&cido ascérbico como alternativa ao
conservante sorbato de potassio na producéo de linguica. O produto alimenticio foi
armazenado pelo periodo de 72 dias a 20 °C, onde foi verificado que a linguica com
nanoparticulas apresentou niveis significativamente mais baixos de bactérias,
fungos e leveduras sobreviventes em relacdo aos controles, o que foi também
atribuido a liberacdo controlada do acido ascorbico na matriz alimentar.

Para a escolha dos materiais na elaboracdo das nanocapsulas alguns pontos
devem ser levados em consideracdo, como caracteristicas fisicas e quimicas do
ndcleo e sua compatibilidade com a parede do agente encapsulante, como também,
nao ser sollvel e nem reativo com o nucleo. Além disso, fatores como porosidade e
solubilidade da parede, viscosidade, propriedades mecanicas, capacidade de
formacdao de filme e vitreo transicdo (SOUZA et al., 2014).

Os polissacarideos sdo os mais utilizados para obtencdo de sistemas
nanoencapsulados, a exemplo de alginato, quitosana e goma arabica (TAN et al.,
2016; CERQUEIRA et al., 2017). Nessa perspectiva, alguns trabalhos apresentaram
resultados positivos na elaboracdo de nanoparticulas utilizando quitosana e goma
arabica como materiais de parede. No trabalho de Tan et al. (2016) estudaram a
aplicacao de nanoparticulas de quitosana e goma arabica na entrega de curcumina,
onde foi verificada sua efichAcia na encapsulagdo, estabilizacdo e liberacdo
controlada no trato gastrointestinal da curcumina. Além disso, a encapsulacdo

aumentou a capacidade antioxidante do composto bioativo.
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No estudo de Kim et al. (2019), foi constatado que as nanoparticulas de
quitosa e goma arabica carregadas com quercetina apresentaram maior adesao
celular intestinal comparada a quercetina ndo encapsulada, e, consequentemente,
maior absorcao intestinal da quercetina encapsulada. Em virtude disso, apresentou
maior atividade antioxidante in vivo comparada a quercetina livre.

Han et al. (2020) produziram nanoparticulas de quitosana e goma arabica
com o objetivo de melhorar a estabilidade da emulsdo Pickering (que sé&o
estabilizadas por particulas sélidas) contendo curcumina. Verificou-se que a maior
incorporacdo de nanoparticulas proporcionava maior estabilidade a emulsdo. Além
disso, as nanoparticulas melhoraram a incorpora¢do da curcumina, bem como maior
propriedade de liberacdo controlada da molécula quando comparada a emulséo

estabilizada com nanopatrticulas utilizando outros polimeros.

2.5 POLIMEROS NATURAIS ENCAPSULANTES

2.5.1 Quitosana

A quitosana € um polimero natural de estrutura linear (Figura 4) de 2-
acetamido-2-desoxi-B- b- glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-f3- D- glicopiranose, que
se ligam através de ligacbes (1 — 4) -B-glicosidicas, podendo ser obtido através da
desacetilagdo termoquimica da quitina. Esse processo ocorre por meio da
purificacdo da quitina, através da acidificacdo e alcalinizacdo das moléculas (DASH
et al., 2011; RASHKI et al., 2021).

Figura 4 — Estrutura da quitosana
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Fonte: (DASH et al., 2011)

A quitina pode ser encontrada em exoesqueletos de insetos, crustaceos e
parede celular de fungos. Entretanto, algumas espécies de fungos como
Mucoraceae, produzem naturalmente a quitosana em sua parede celular (DASH et

al., 2011). A producdo de quitina e quitosana por fungos torna-se uma alternativa
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ecossustentavel de obtencdo do polimero, uma vez que esses fungos podem ser
cultivados a partir de matérias-primas, como residuos agroindustriais, assim
reduzindo o custo da sua producéo. Além disso, ndo dependem da sazonalidade, e
nao apresentam proteinas que desencadeiam reacfes alérgicas, tornando-se uma
alternativa para individuos com alergias a crustaceos, bem como para aqueles que
nao consomem produtos de origem animal como os vegetarianos (GHORMADE;
PATHAN; DESHPANDE, 2017; POVERENOV et al., 2018).

A quitosana €é um polissacarideo catidnico, de elevada adesdo e
biocompatibilidade, apresenta estrutura que permite excelentes caracteristicas
fisico-quimicas para aplicacdo em diversos campos da ciéncia e tecnologia, como na
biomedicina, industria quimica, farmacéutica e alimenticia, sendo declarado pela
FDA dos EUA como geralmente reconhecido como seguro (GRAS) (DASH et al.,
2011; RASHKI et al., 2021). Este polimero pode apresentar diferentes graus de
desacetilagdo e de pesos moleculares, os quais estao diretamente associados a
presenca do grupamento amino, bem como a fonte. Essas variaveis atribuem a
quitosana regulacédo de suas caracteristicas fisico-mecanicas e biolégicas (DASH et
al., 2011; RASHKI et al., 2021). O peso molecular esta relacionado a degradacéo e
solubilidade do polissacarideo e, os niveis de desacetilacdo estdo ligados a
toxicidade, hidrofobicidade e solubilidade. Na producdo de nanocapsulas de
quitosana o grau de desacetilacdo e peso molecular sdo importantes, pois estdo
associados ao tamanho e a carga das particulas (RASHKI et al., 2021).

O caréater basico da quitosana contribui para insolubilidade em ambiente
aquoso, além disso a existéncia de grupos amino, acetil e hidroxila na estrutura e o
pKa entre 6,2 e 7,0, fazem com que a quitosana seja insollvel em meio neutro ou em
pH elevado (KURAKULA; NAVEEN, 2020). Em func&o dos grupos polares presentes
na cadeia, como OH e NH ,, sua carga pode ser alterada em funcdo do pH do meio,
e consequentemente suas propriedades (DASH et al., 2011; DA ROSA et al., 2013).
Assim, em pH superior a 6, as aminas perdem seus protons passando a ser
carregada negativamente e tornando-se insolivel. Em contrapartida, em pH
menores as aminas recebem protons, tornando-se carregadas positivamente, o que
a torna soluvel em agua (DASH et al., 2011).

A quitosana apresenta diversas atividades biolégicas importantes como
antioxidante, antitumoral, imunomoduladora e antimicrobiana. A atividade

antimicrobiana tem o poder inibitério sobre bactérias, fungos e alguns virus, ainda
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nao estando bem estabelecido qual o mecanismo de acdo. Contudo alguns autores
sugerem certos mecanismos que sao aceitos, como: rompimento da parede celular,
e, consequentemente, a morte do microrganismo, atraves da interacao entre a carga
positiva da quitosana e a negativa da parede celular microbiana (MOREIRA;
ROUCE; PONCE, 2011). Outro mecanismo é a acdo quelante sobre alguns ions
metélicos, inibindo a producdo de toxinas e 0 crescimento do microrganismo
(YOUNES et al., 2014). Uma outra ideia € a penetracdo da quitosana no nucleo do
microrganismo, trazendo como consequéncia interacdo com o DNA e, assim, a
inibicdo do RNA, e de proteinas (WANG; XUE; MAO, 2020).

No trabalho de Poverenov et al. (2018) foi estudada a producéo de quitosana
fungica produzidas a partir de residuos de cogumelos, o qual observou acéo
antimicrobiana apresentando inibicdo do crescimento de Saccharomyces cerevisiae
e Escherichia coli. Além disso, foi aplicado como revestimentos comestiveis sobre
meldes minimamente processado, verificando menor contagem de bactérias
aerobias, bolores e leveduras, comparados com o controle durante onze dias.
Também foi observada a manutencdo da textura, reducdo do acumulo de CO, e
concentragdo de vapor de etanol em fungdo do efeito antimicrobiano do
revestimento de quitosana. Moreira, Rouce e Ponce (2011) pesquisaram a aplicacao
da quitosana como resvestimento em brocolis minimamente processado, verificando
inibicdo de bactérias aerdbicas mesdfilas, psicrotréficos e coliformes durante o
armazenamento. Também foi verificado o efeito bactericida sobre E. coli inoculada
nos brocolis.

A atividade antimicrobiana pode ser alterada mediante alguns fatores como
peso molecular, grau de desacetilacdo e pH do meio (YOUNES et al., 2014). Os
fatores peso molecular e desacetilacdo, também sdo importantes na atividade
antioxidante da quitosana e seus derivados. Além disso, os grupos hidroxilas
presentes na estrutura contribuem com a atividade, uma vez que reagem com 0O
grupo OH por meio da substituicdo do hidrogénio, apds a reacdo do OH com NH,
livre, assim formando macromoléculas estaveis (WANG; XUE; MAO, 2020).

Ja na obtencdo de sistemas nanoencapsulados a quitosana estabelece
ligagbes covalentes ou ibnicas com o material encapsulado, assim, o composto fica
retido em uma espécie de rede, fazendo com que o material seja liberado de
maneira controlada (SOUZA et al., 2014). A eficiéncia de nanoparticulas na entrega

de alguma substancia como farmaco, pode ser amplificada em funcéo de alteracbes
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nas suas caracteristicas fisico-quimica, como a adicdo de um ou mais polimeros
(RASHKI et al.,, 2021).Um polimero que est4d sendo amplamente utilizado para
obtencédo de nanocapsulas pela associacdo com a quitosana é a goma arabica, uma
vez que a diferenca de carga entre 0s polimeros promove por coacervagao a
reticulagéo (TAN et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018; KIM et al., 2019; HAN et al
2020; KIM et al., 2021).

2.5.2 Goma arabica

As gomas sao substancias de natureza orgéanica, hidrofilicas e hidrofébicas a
solventes organicos. Suas principais caracteristicas sdo auséncia de toxicidade,
sabor, cor e aroma. Diversas fontes podem dar origem a essas gomas, como algas
marinhas, fungos, animais e plantas. Dentre as gomas comerciais de origem de
plantas, destaca-se a goma arabica (TAHERI; JAFARI, 2019), que € uma matéria-
prima natural extraida de exsudatos da arvore de Senegalia senega ou da arvore
Acacia senegal, sendo o produto obtido apds a secagem (TAN et al., 2016, SABET
et al., 2021).

Em funcéo das suas propriedades tecnoldgicas, como emulsificante, agente
de textura, suspensao, de revestimento e encapsulante, a goma arabica tem atraido
atencdo para aplicacdo em diversas areas, como nas industrias farmacéuticas e de
alimentos (TAN et al., 2016). Suas principais aplicacbes em produtos alimenticios
sdo como aditivo, prevenindo a cristalizacdo do acucar, assim podendo ser aplicado
em bebidas e produtos de confeitaria, como também para emulsificacdo de
alimentos, estabilizante de espuma, encapsulacdo de agentes de sabor e aroma,
estabilidade coloidal de vinhos, evitando a precipitagdo dos pigmentos, e para
panificacdo (PADIL et al., 2018; TAHERI; JAFARI, 2019). Além disso, € considerada
pela American Food and Drug Administration como ingrediente seguro para
consumo humano (AL-BAADANI et al., 2021).

A goma arabica possui alto conteudo de fibras alimentares do tipo soluvel,
sendo uma grande fracdo fermentavel, aproximadamente 850 g/kg. Assim, pode
atuar como prebidtico, conferindo beneficios a saude do consumidor (AL-BAADANI
et al.,, 2021). Fora isso, também € relatado que o polimero apresenta acdo
antimicrobiana e antioxidante (EL-ADAWY et al., 2021). Atualmente, a goma arabica
também tem sido estudada para aplicacdo como revestimento comestivel. Tahir et

al. (2018) verificou a aplicagdo em morangos, demostrando aumento na vida util
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pés-colheita dos frutos preservando caracteristicas, como cor, pH, firmeza da fruta,
perda de peso e atividade antioxidante. Ali et al. (2013) observaram que o
revestimento em tomates retardou o processo de amadurecimento e preservou a
capacidade antioxidante.

A goma arabica apresenta estrutura ramificada (Figura 5), contendo cations
metélicos, célcio, magnésio, potassio e um polissacarideo complexo. A base
molecular engloba partes 3-D-galactopiranosil e segmentos « -L-arabinofuranosil, a -
L-ramnopiranosil, B -D-glucuronopiranosil e 4- O - metil - B -D-glucuronopiranosil.
Sua estrutura é formada por trés fracbes moleculares: arabinogalactano-peptideo
(aproximadamente 85-90% do seu peso), proteina arabinogalactana
(aproximadamente1l0% do seu peso) e glicoproteina (cerca de 2% do seu peso)
(PADIL et al., 2018). Apresenta em sua composicado cerca de 90% a 95% de
carboidratos e aproximadamente, 1% a 3% de proteinas. Os principais aminoacidos
presentes sdo serina, prolina, acido aspartico, treonina e hidroxiprolina (SABET et
al., 2021).

A goma arabica é estavel em pH acido e soluvel em agua fria, apresenta fluxo
newtoniano em solucdo com pH na faixa de 4,5 a 5,0. Além disso, comparada a
outras gomas, a goma arabica apresenta baixa viscosidade, tornando-se mais
viscosa em concentracdo entre 30% a 50% (TAHERI; JAFARI, 2019).

Figura 5 — Estrutura quimica da goma arabica
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A goma arabica apresenta grupos carboxil (COOH) e, quando dissolvida em
pH neutro, sua estrutura torna-se aberta e ocorre dissociacdo dos ions hidrogénio
(H"), tornando-se negativo (COOY), consequentemente, deixando mais sitios de
interacdo disponiveis. Essa caracteristica pode contribuir para capacidade de
formacdo de filme viscoelastico e de superficie, bem como permite uma boa
interacdo com outros polimeros de carga oposta, como a quitosana, através da
interacao eletrostatica intermolecular para formacédo de complexos de polieletrélitos
(TAN et al., 2016; KIM et al., 2019; TAHERI; JAFARI, 2019).

2.6 COACERVACAO

A coacervacao consiste na separacdo em duas fases liquidas de coloides,
devido as condi¢gbes do meio, como pH, temperatura, forga ionica e solubilidade. A
fase mais concentrada conhecida como “ricas em polimeros”, contém o coacervato.
A outra fase € chamada de “pobres em polimeros” € composta pela solucédo de
equilibrio. A reacdo ocorre em solucdo aquosa com substancias de cargas opostas
(EGHBAL; CHOUDHARY, 2018; TIMILSENA et al., 2019).

A coacervagao pode ser dividida em simples e complexa. Na simples apenas
um polimero esta envolvido no processo, 0s coacervados sdo obtidos pela
desidratacdo causada pela adicdo de um sal ou liquido de dessolvatacdo, como
alcool e acetona, que sao também conhecidos como agentes da coacervacgao.
Nesse processo, é alcancada uma fase com alta concentracdo da macromolécula e
outra fase com alta proporcdo de agua. Ja a coacervacdo complexa, ocorre com a
interacdo eletrostatica entre os dois tipos de biopolimeros carregados com cargas
oposta em um Unico solvente, mas que ficam separadas em duas ou mais fases,
onde cada fase encontra-se os dois polimeros utilizados. Nesse processo existe um
equilibrio eletrostatico na fase concentrada. Um dos fatores determinantes para a
reacdo na coacervagdo complexa € a interagdo eletrostatica entre as moléculas, no
entanto, forgas intermoleculares de Van Der Waals e interagcdes hidrofobicas,
desempenham papeis importantes no método (EGHBAL; CHOUDHARY, 2018;
TIMILSENA et al., 2019).

A coacervacao complexa pode ser aplicada na produgédo de filmes de
embalagens, emulsbées ou géis de alimentos e nanocapsulas (EGHBAL,;
CHOUDHARY, 2018). No processo de encapsulacdo em micro e nanoescala, a

técnica tem sido considerada uma das mais efetivas. Na encapsulacdo de
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ingredientes alimenticios, normalmente sdo utilizados biopolimeros de cargas
opostas, como as proteinas e polissacarideos, onde esse ingrediente fica envolvido
na membrana formada pelos dois biopolimeros (TIMILSENA et al., 2019).

Alguns fatores influenciam o processo de coacervacdo, como pH do meio,
concentragcdo de polimeros, densidade das cargas, peso molecular e temperatura. O
pH e o grau de ionizagdo de algumas moléculas sdo importantes para sua
complexacdo, como na interacdo de proteinas e polissacarideos, em funcdo dos
seus grupos funcionais, amino e carboxila respectivamente, sendo necessario o
controle do pH. No entanto, esse controle de pH ideal é diferente para cada sistema
de biopolimero. Outra condi¢&o relevante € a concentracdo de sal no meio, uma vez
gue elevadas quantidades enfraquecem a ligacao eletrostatica entre os polimeros. A
alta concentracdo de polimeros suprime o movimento das moléculas, assim
diminuindo o ganho de energia na coacervacdo, sendo considerado um fator
negativo. O peso molecular dos polimeros da reacdo é relevante para o produto
desejado. Elevado peso molecular formam géis ou autoprecipitado, jA os polimeros
com peso molecular muito baixo interagem entre si por emparelhamento i6nico
inibindo a coacervacdo. J4 a baixa temperatura pode aumentar a interagdo entre
solvente e solutos, aumentando o processo. Além disso, um fator importante que
determina o tamanho do coacervado é a sua taxa de agitacdo durante o processo
(TIMILSENA et al., 2019).

A técnica de coacervacdo complexa tem sido efetiva na elaboracdo de
nanoparticulas para indastria farmacéutica, eletrnica, téxteis e de alimentos
(TIMILSENA et al., 2019). Alguns compostos hidrofébicos e hidrofilicos, como
farmacos, vitaminas, pigmentos, compostos polifendlicos e lipideos, tem sido
encapsulados com sucesso pela coacervacdo complexa utilizando a quitosana como
meterial de parede (TIMILSENA et al.,, 2019; AKBARI-ALAVIJEH; SHADDEL,
JAFARI, 2020). Diante do exposto, a encapsulacéo de ingredientes, como o 6leo da
semente de uva e da catequina, por coacervagcdo complexa pode ser eficaz na
producdo de um nanossistema com propriedades funcionais para aplicacdo como

um ingrediente funcional para industria alimenticia.
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3 HIPOTESE

As nanoparticulas de quitosana fangica e goma arabica contendo Oleo da
semente de uva (Vitis vinifera) e catequina, obtida pela técnica de coacervacao,
apresentam-se estaveis, com tamanho nanométrico, baixo PDI, potencial zeta
positivo e bom indice de encapsulacdo. Além de manter a estabilidade térmica da
catequina encapsulada e apresentar atividade antimicrobiana frente a bactérias

patogénicas de origem alimentar.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver e caracterizar nanoparticulas de quitosana fingica e goma
arabica contendo catequina e 6leo da semente de uva (Vitis vinifera L.), bem como

avaliar sua atividade antimicrobiana.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar e caracterizar as nanoparticulas de quitosana- goma arabica
contendo 6leo da semente de uva (Vitis vinifera L.) e catequina;

e Avaliar a eficiéncia de encapsulagcdo nanoparticulas contendo o catequina;

e Avaliar a estabilidade a longo prazo das nanoparticulas obtidas;

e Avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas obtidas.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA), no Laboratério de Microbiologia Aplicada (LAMAp) do Departamento
de Medicina Tropical (LAMAP) e na Central Analitica do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Laboratério de Polimeros e Nanoestrutura do Departamento de
Energia Nuclear, ambos localizados na Universidade Federal de Pernambuco,
Recife/PE. Também foram realizadas algumas analises no Laboratério Multiusuario
de Caracterizagdo e Analise (LMCA), localizados no Campus | da Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — PB.

5.1 MATERIAIS

O Oleo da semente de uva (Vitis vinifera L.) (lote 0363) extraido por prensagem a
frio, foi obtido da empresa Industria Brasileira Serra da Mantiqueira (Sao Lourenco/
MG). O (+) — hidrato de catequina (= 96% de pureza) e Tween 80(HLB 14,9) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Franca). A quitosana fungica extraida de Aspergillus
niger geneticamente nao modificado foi obtido da Chibio® (China) com grau de
desacetilagdo de 85 = 5 % e baixo peso molar (80 + 10 KDa), goma arabica
adquirida da empresa Dinamica Quimica Contemporanea LTDA (Brasil), Acido
Acético Glacial P.A obtido da empresa Exodo cientifica (Sumaré/SP) e o metanol P.
A. obtida da empresa NEON (Suzano/SP). Agua ultrapura foi obtida de um sistema

de purificacdo Millipore (Milli-Q plus, Millipore, St Quentin em Yvelines, Franca).

5.2 PREPARO DAS SOLUCOES DOS POLIMEROS

A quitosana foi dissolvida em solucdo de acido acético (1% v/v), a qual foi
deixada sob agitacdo magnética (500 rpm) 17 horas, obtendo a solugdo de
quitosana (1% p/v, pH ~4,0). Paralelamente, foi preparada uma solu¢cdo de goma
arabica (2% p/v, pH ~5,0) em &gua Milli-Q, ficando sob agitacdo magnética (500
rpm) até completa dissolugéo.
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5.3 PREPARAQAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA E GOMA ARABICA
CONTENDO CATEQUINA E OLEO DE SEMENTE DE UVA (Vitis vinifera L.)

As nanoparticulas contendo 6leo da semente de uva (NP-OSU) e catequina
(NP-OSU-Cat-1) foram preparadas pela técnica de coacervacédo complexa, seguindo
as metodologias propostas por Tan et al. (2016) e Dube et al. (2010), com
adaptacdes. Resumidamente, diferentes proporc¢des catequina:acido ascoérbico (1:1;
1:2 e 1:3,52) (p/p) foram adicionados a 15 mL da solucdo de quitosana (1% p/v),
previamente preparda como descrito anteriomente no tépico 5.2, sob agitacdo
magnética (500 rpm) até estar bem dissolvido, aproximadamente 30 minutos.
Posteriormente, foram adicionados o Tween 80 e o Oleo da semente de uva sob
agitacdo em Ultraturrax (T25, IKA, Alemanha) a 9500 rpm por 5 minutos. Em
seguida, esse sistema ficou sob agitacdo magnética (500 rpm) por 30 minutos.
Apés, 15 mL da solucdo de goma arabica (2% p/v) foi adicionada a suspensédo
coloidal previamente formada (quitosana- catequina- acido ascoérbico- 6leo -Tween
80) por gotejamento, com o0 auxilio de uma seringa adaptada a uma ponteira,
permanecendo sob agitacdo magnética (700 rpm) por 30 minutos, sendo, em
seguida centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos. As nanoparticula sem catequina
(NP-OSU) foram preparadas conforme descrito anteriormente, mas sem adi¢do do
polifenol. ApGs o preparo, as nanoparticulas foram protegidas da luz e mantidas em

armazenamento a 4 °C durante todo o periodo do experimento.

Tabela 2 — Composicéo das formulacoes.

POLIMEROS
(material de parede)

ComuLAGRD OLOS GE - on Tom 05 T CATAR AT
p/p mg mg mg

(mg)
NP-OSU
1:0,50 150 300 450 225 130 - 0 0
NP-OSU-Cat-1 1:0,50 150 300 450 .. 130 1:1 30 30
NP-OSU-Cat-2 1:0,50 150 300 450 225 130 1:2 30 60

NP-OSU-Cat-3 1:0,50 150 300 450 225 130 1:352 30 1056

POL: polimero, OSU: 6leo da semente de uva, QF: quitosana fungica, GA: goma
arabica, CAT: catequina, AA: acido ascorbico, - sem propor¢éo da catequina e acido
ascorbico.

Fonte: A autora (2022)



40

A estabilidade das nanoparticulas desenvolvidas ocorreu através da
avaliacdo das analises de tamanho de particula (TP), indice de polidispersidade
(PDI), potencial zeta (PZ), pH, e também pela inspecdo visual dos aspectos
macroscopicos, como descrito nos topicos seguintes. As amostras foram
armazenadas sob refrigeracéo (4°C) e analisadas durante 30 dias (0,15, 21 e 30
dias) para as formulacées NP-OSU e NP-OSU-Cat e 16 dias (1, 4, 8, 12 e 16 dias)
para as formulacbes NP-OSU-Cat-1, NP-OSU-Cat-2 e NP-OSU-Cat-3, para
acompanhar possiveis mudancas nos parametros.

No presente estudo, inicialmente foram desenvolvidas e avaliadas a
estabilidade das nanoparticulas contendo OSU (NP-OSU), posteriormente as
nanoparticulas contendo catequina (NP-OSU-Cat), que subsequentemente foi
formulada com adicdo do acido ascorbico, devido a oxidacao. Trés formulacbes com
diferentes razbes (p/p) catequina:acido ascoérbico (Tabela 2) foram obtidas e
avaliadas quanto a estabilidade, sendo escolhida a formulagdo NP-OSU-Cat-1 para

caracterizacao e realizacdo da analise antimicrobiana.

5.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

5.4.1 Aspectos macroscépicos

Os aspectos macroscoépicos foram avaliados visualmente. Foram analisadas
caracteristicas como a cor, mudanca de cor ao longo dos dias (oxidacdo da
catequina), transluscéncia azulada, separacdo de fases, presenca de Oleo livre na
superficie ou aderidas ao frasco, formacdo de cremagem, grumos e sedimentacao
de residuos (CAVALCANTI et al., 2015).

5.4.2 Andlise do tamanho de particulas

A determinacdo do didmetro médio hidrodindmico das nanocapsulas foi
realizada usando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd,
Orsay, Francga) pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), a 25 ° C com
angulo disperso fixado a 90° e comprimento de onda de 633 nm. As amostras foram
diluidas (1:10), em de agua Milli® Q filtrada (Millex® 0,22 ym) antes da analise. A
amostra diluida foi transferida para a cubeta de poliestireno para determinacdo de

tamanho de particula (TP) e indice de polidispersidade (PDI). As determinacdes
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foram repetidas trés vezes e 0s resultados expressos como média = desvio padréo
(TAN et al., 2016).

5.4.3 Determinacao do potencial zeta

O potencial zeta das nanocapsulas foi realizado através da medicdo da
determinacdo da mobilidade eletroforética (Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments Ltd, Orsay, Franga) a 25 ° C. As amostras foram diluidas (1:10) em agua
Milli® Q filtrada (Millex® 0,22 um) antes da analise. As determinacdes de mobilidade
eletroforética foram instantaneamente convertidos em potencial Zeta (mV), as
medicdes foram repetidas trés vezes e 0s resultados expressos em média + desvio
padrao (TAN et al., 2016).

5.4.4 pH das nanoparticulas

A avalicdo do pH das suspensdes de nanoparticulas foi realizado através
pHmetro digital PHS3BW (Bel Engineering, Monza, Italia) acoplado com eletrodo de
vidro e sensor de temperatura, a 25°C .

5.4.5 Determinagéo da Eficiéncia de Encapsulagéo ( EE%)

Inicialmente foi obtida a curva de calibracdo da catequina para obtencdo do
seu gradiente de concentracdo (Equacao 1). Para tanto, diferentes concentracdes de
solucbes de catequina 30, 20, 10, 5 e 2 pg/mL, obtidas através da dissolucdo do
polifenol em metanol, foram utilizadas como padrdo. As leituras foram realizadas
usando espectrofotdmetro UV-vis (Ultrospec® 3000, Armshan Pharmaceutical) a 280

nm.

Y=0,015X + 0,00759, R?=0,999 (1)

Onde: Y é a absorvancia da solugdo de catequina e X é a concentracdo de
catequina em pg / ml. Todas as analises foram realizadas em triplicata e o0s
resultados expressos em média + desvio padréo.

A eficiéncia de encapsulacdo da catequina nas nanoparticulas foi realizada

pela técnica de ultrafiltragdo-centrifugagédo proposta por Valencia et al. (2021), com
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adaptacdes. Resumidamente, 400uL das nanoparticulas contendo catequina sem
adicdo do &cido ascorbico (NP-OSU-Cat) foram inseridas em unidades filtrantes
(Amicon Ultra-10.000 Da, Millipore®) e centrifugadas a 10000 rpm por 60 minutos a
4 °C (Tomy Seyko TX-160 , Rotor TMA-24). O ultrafiltrado (CL) e a supenséo de
nanoparticulas contendo catequina (CT), separadamente, foram diluidas em metanol
e a catequina quantificada usando espectrofotometro UV-vis (Ultrospec® 3000,
Armshan Pharmaceutical) a 280 nm. A concentracdo da catequina foi calculada
usando a Equacéo 1.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) da catequina foi calculada usando a
seguinte equagao (2):

EE%= CT—CL X 100 2

CT
Onde: CT é concentracdo da catequina (ug / ml) obtida da suspensdo de

nanoparticulas contendo catequina e CL € a concentracdo de catequina livre (ug /

ml) obtida no ultrafiltrado.

5.4.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia da superficie das nanoparticulas NP-OSU-Cat-1 foi observada
com microscépio eletrébnico de varredura EVO LS15 (ZEISS, Oberkochen,
Alemanha) em diferentes ampliacdes. A suspensdo de nanoparticulas foi gotejada e
fixada em um suporte metalico com fita adesiva dupla-face de carbono, secas em
temperatura ambiente pelo periodo de 24 horas e revestidas com ouro-paladio apos
o periodo. As amostras revestidas foram visualizadas no microscopio eletrénico de
varredura operando a uma voltagem de aceleracdo de 10 kV e magnificacdo entre
5.000 e 20.000x. A andlise seguiu a metodologia de Ahmed et al. (2019) com

adaptacoes.

5.4.7 Estrutura quimica

Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da catequina,
Oleo da semente de uva, quitosana, goma arabica e das nanoparticulas (NP-OSU e
NP-OSU-Cat-1, previamente liofilizadas) foram registrados em espectrofotdmetro
FT-IR (modelo 4600, Jasco, Japao) acoplado aos acessorios de refletancia atenuada

Pro One (FT-IR-ATR) com angulo de incidéncia central de 45 °, com objetivo de
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analisar suas estruturas quimica e possiveis interacées entre eles. Para tanto, as
amostras foram trituradas com brometo de potassio (KBr) e pastilhas foram
formadas para realizar a medicdo. Os espectros foram varridos na regido entre
4.000 cm™ e 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™. A andlise seguiu a metodologia

proposta por Li et al.(2018).

5.4.8 Analise térmica

A estabilidade térmica da catequina 6leo da semente de uva, quitosana, goma
arabica e das nanoparticulas NP-OSU e NP-OSU-Cat-1, previamente liofilizadas)
foram avaliadas através das andlises de termogravimetria (TGA) e de calorimetria
exploratéria diferencial (DSC).

Para andlise de TGA utilizou-se um analisador térmico (TGA 50-H).
Aproximadamente 5 mg de cada material foi colocado em cadinhos de platina e
aquecidos de 10 °C a 900 °C, a uma taxa de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio
50 mL/min (VALENCIA et al.;2021).

Na analise de DSC foi utilizado o analisador térmico (DSC-50, Mettler Toledo,
Suica). Para isso, 2 mg de cada amostra foram aquecidas em cadinhos de aluminio
na faixa de 10 °C e 450 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, com um fluxo
de nitrogénio de 50 mL/min (VALENCIA et al.;2021).

5.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
5.5.1 Cepas e preparacao dos inoculos

As bactérias patogénicas veiculadas por alimentos Gram positivas (Bacillus
cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 15656, Enterococcus faeciu
ATCC 19433, Listeria monocytogenes ATCC 7664) e Gram negativas (Salmonella
enteric subsp. enterica serovar typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC
25922) foram cedidas pela colecdo de microrganismos do Laboratorio de
Experimentacdo e Analise de Alimentos (LEAAL), pertencente ao departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE.

As bactérias foram cultivadas em caldo Brain Heart Infuion (BHI) e incubadas
por 24 horas a 37 °C. ApOs este periodo, 100 uL de cada linhagem de bactérias
foram adicionadas a solucdo salina 0,9% estéril. A concentracdo dos pré-inoculos

foram padronizados de acordo com a escala de McFarland 0,5 (1,5x 10® UFC/mL).
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5.5.2 Determinacéo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

A avaliacdo da atividade antibacteriana do OSU, CAT e das nanoparticulas
com e sem CAT baseou-se na obtencdo da CIM dessas substancias frente as
bacterias patogénicas citadas no item 5.5.1. Para tanto foi utilizada a técnica de
microdiluicdo em caldo utilizando uma placa de 96 pocos e seguiu a metodologia
citada por Valencia et al. (2021), com adaptacoes.

Para esse teste, o OSU foi emulsificado na concentragédo utilizada nas
formulagbes NP-OSU e NP-OSU-Cat-1 (7,5 mg/mL). Essa solucdo foi preparada
com agua destilada estéril, Tween 80 1% (p/p) e DMSO 1% (p/p). Na sequéncia foi
homogeneizado por 3 minutos em ultraturrax na velocidade de 9500 rpm. A 4gua
ultra-pura para preparacdo das nanoparticulas e solu¢cbes, bem como as vidrarias
para o preparo foram previamente esterilizadas por calor imido em autoclave.

Adicionou-se em cada poco as substancias testes OSU, CAT, NP-OSU e NP-
OSU-Cat-1 (em cada amostra o volume variou de 60 yL a 10 yL) e posteriormente o
caldo BHI (variado de 20uL a 70uL) e o indculo (20 uL em cada pogo) de cada uma
das bactérias, de forma que o volume final de cada pogo fosse de 100 pL. A
concentracdo final nos pocos de cada substancia teste variou OSU (0,75 a 4,50
mg/mL), CAT (0,10 a 0,60 mg/mL), NP-OSU (0,75 a 4,50 mg/mL para OSU) e NP-
OSU-Cat-1 (0,75 a 4,50 mg/mL para OSU e de 0,10 a 0,60 mg/mL de CAT). A fim
de garantir o controle de esterilidade e controle, negativo, alguns pogos foram
preenchidos com meio de cultura e substancias teste e outros completados apenas
com meio e inéculo, respectivamente. Em seguida, o sistema foi agitado
suavemente, e incubado por 24 horas a 37 °C. Apos o periodo de incubacéo, foram
adicionados 30 uL de resazurina, preparada em solucado aquosa (0,01%), em todos
0S pocos e reincubadas a 37 °C por 60 minutos. O crescimento foi observado pela
mudanca de cor de roxo escuro (células invidveis) para rosa (células viaveis). Onde,
a CIM foi verificada na concentracdo mais baixa onde ocorreu a inibicdo do

crescimento microbiano. O teste foi realizado em duplicata.

5.7 ANALISE ESTATISTICA
As andalises estatisticas foram realizadas utilizando-se testes de estatistica

descritiva (média e desvio padrdo).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA E GOMA ARABICA
CONTENDO OLEO DE SEMENTE DE UVA (Vitis vinifera L.) E CATEQUINA

A técnica utilizada para elaboragcdo das nanoparticulas no presente trabalho
foi a coacervacédo complexa. O processo consiste em duas etapas, sendo a primeira
€ caracterizada pela formacéo da emulsdo com o 6leo e a quitosana com a adicéo
da catequina. Segundo Butstraen e Sabalin (2014) essa etapa determina o tamanho
nanossistema, o qual pode estar relacionado com fatores como velocidade de
agitacdo, volume e composi¢cdo quimica das duas fases (polimero e 0leo). A
segunda etapa ocorre pela formacdo das particulas coacervadas resultantes da
interacdo idnica entre os dois polimeros, por meio dos grupos aminas presentes na
estrutura da quitosana e de grupos carboxilas da goma arabica.

Inicialmente, nanoparticulas contendo OSU foram desenvolvidas e avaliadas
durante 30 dias (0,15, 21 e 30 dias) para determinar a estabilidade (Tabela 3).

Tabela 3 — Estabilidade das nanoparticulas de quitosana fungica / goma arabica
contendo 6leo de semente de uva (Vitis vinifera).

TP PDI PZ pH
(nm=DP) (mV+DP)
FORMULACAO DIAS
0 155,7+1,65 0,267 +16,93+5,58 4,23+0,06
NP-OSU 15 155,7+1,59 0,276 +23,00+1,65 4,33+0,06
21 149,2+1,50 0,256 +19,76+18,10  4,20+0,17
30 162,2+1,73 0,275 +26,17+1,63 4,27+0,12

NP-OSU: nanoparticula de quitosana/ goma arabica contendo Oleo da semente de
uva; TP: tamanho de particula; PDI: indice de polidispersédo; PZ: potencial zeta.
Resultados representados como valor médio + desvio-padrao.

Fonte: A autora (2022).

Verificou-se que a formulagcdo obtida utilizando a proporcédo 1:0,5 (p/p) de
polimero:6leo permaneceu estavel durante o periodo analisado, mantendo TP, PDI e
pH com valores proximos ao longo do armazenamento, além do potencial zeta
positivo. O TP apresentou diametro médio menor comparado a outros estudos de
nanopaticulas de quitosana contendo Oleo, como para as nanoparticulas de
quitosana e oOleo essencial de manjericdo 241,8 nmn a 373,4 nm (CAl et al., 2022) e

nanoparticulas de quitosana contendo Oleo essencial de orégano 309,8 nm a
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402,2 nm (HOSSEINI et al., 2013). O PDI foi abaixo de 0,276 mantendo-se com
valores proximos durante o periodo, indicando baixa variacdo no TP e diametro
meédio uniforme (CAI et al., 2022). O PZ apresentou carga positiva com intervalo de
+16,93 mV a +26,17 mV, resultado semelhante a outros trabalhos sobre
nanoparticula de quitosana contendo 6leo. No trabalho de Mondéjar-Lopez et al.
(2022) com nanoparticulas de quitosana contendo 6leo essencial de alho mostrou a
mesma tendéncia +19,8 mV a +32,6 mV, o mesmo foi verificado na pesquisa de Cai
et al. (2022) com nanoparticulas de quitosana e 6leo essencial de manjericao +24,9
mV a +34,5 mV.

Em relagdo aos aspetos visuais, a suspensado apresentou coloracdo leitosa
levemente azulada, indicativo de formacdo de nanoparticulas, sem formacdo de
cremagem e sem presenca de goticulas de 6leo na superficie.

A partir dos resultados obtidos com a NP-OSU, foi produzida uma nova
formulagcédo com adicdo de um novo composto, a (+) — catequina, a qual também foi
avaliada quanto ao TP, PDI, PZ e pH, além dos aspectos visuais como cor,

formacdo de cremagem e presenca de goticulas de 6leo, durante 30 dias.

Tabela 4 — Estabilidade das nanoparticulas de quitosana fingica / goma arabica
contendo 6leo de semente de uva (Vitis vinifera) e catequina.

TP PDI PZ pH
(nm=DP) (mV£DP)
FORMULACAO DIAS
0 154,3+6,47 0,298 +14,40+0,90  3,90+0,17
15 166,16+0,41 0,289 +23,0040,61  4,03+0,12
NP-OSU-Cat 21 164,06+ 1,62 0,272 +28,40+0,26  3,93+0,12
30 178,16+6,008 0,290 +29,09+0,71  4,03+0,15

NP-OSU-Cat: nanoparticula de quitosana/ goma arabica contendo 6éleo de semente
de uva e catequina; TP: tamanho de particula; PDI: indice de polidispersao; PZ:
potencial zeta. Resultados representados como valor médio + desvio-padrao.

Fonte: A autora (2022).

O TP variou de 154,3 nm a 178,16 nm, esse aumento no TP ao longo do
tempo pode estar relacionado ao intumenscimento da camada de quitosana
(HOSSEINI et al., 2013). A faixa de TP nos resultados obtidos sdo favoraveis, uma
vez que particulas com tamanhos inferiores a 500 nm parecem ter melhor adeséo a

superficies das células intestinais (DUBE et al, 2010). Devido a esse
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comportamento bioadesivo os compostos encapsulados podem apresentar melhor
biodisponibilidade (CERQUEIRA et al., 2017). Comparando-se as nanoparticulas
com OSU (NP-OSU) e com catequina (NP-OSU-Cat) verificou-se que as
nanoparticulas durante o periodo de 30 dias apresentaram TP com valores
proximos.

O PDI ficou no intervalo de 0,272 a 0,298. O PDI pode ter valores entre O e 1,
sendo que valores iguais ou acima de 0,4 indicam baixa homogeneidade das
particulas (VALENCIA et al., 2021). Assim, os resultados foram positivos
apresentando distribuicdo do tamanho de particula homogénea na formul¢cdo. O
resultado obtido também é semelhante ao encontrado para formulacdo NP-OSU.

O pH da formulacdo ficou na faixa de 3,90 a 4,03 durante o tempo de
armazenamento. Esses resultados sdo semelhantes a faixa de pH ideal de outras
pesquisas com nanoparticulas de quitosana e goma arabica (ESPINOSA-
ANDREWS et al., 2007; TAN et al., 2016). Espinosa-Andrews e colaboradores
(2007) verificaram que no pH entre 3,5 e 5,0 coacervatos de quitosana-goma arabica
apresentaram melhor rendimento, o qual pode estar relacionado ao equilibrio
estequiométrico da densidade de cargas dos polimeros.

O PZ mede a carga em mV da superficie das nanoparticulas. A nanoparticula
apresentou PZ com carga positiva, assim como foi observado para a formulacéo NP-
OSU. A formulagcdo (NP-OSU-Cat) apresentou PZ compreendido entre +14,40mV a
+29,09 mV, fator importante para estabilidade da suspensdo, visto que a carga
superficial mais elevada pode impedir que as nanoparticulas se agreguem e formem
particulas maiores, devido a reducao das forcas de Van Der Waals ou movimento
browniano (AHMAD et al., 2019; VALENCIA et al.,2021). No entanto, a formulagéo
apresentou variacdo do PZ ficando mais positivo ao longo do tempo. Um dos
possiveis motivos para variacdo do PZ esta relacionada com a mudanca idnica do
meio (OLIVEIRA et al., 2018). Aléem disso, a interacdo da catequina e quitosana
através de ligagOes covalente e de hidrogénio pode acarretar no aprisionamento da
catequina ndo apenas na matriz da nanoparticula, como também adeséo na parte
mais superficial, 0 que pode promover essa variacdo no potencial zeta (LIU et al.,
2018).

Quanto aos aspectos macroscopicos ndo foi observada a presenca de
cremagem, grumos ou goticulas de 6leo na suspensdo. No entanto, foi observada a

mudanca de cor (Figura 6 - A) da formulacéo apos alguns dias, de leitosa levemente
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marrom para marrom escuro. A catequina apresenta estrutura quimica instavel, e,
fatores como concentracdo de oxigénio e pH podem levar a oxidacdo da molécula
em funcédo da perda de hidrogénio na sua estrutura, podendo formar intermediarios
do radical semiquinona e produtos oxidados por quinona (DUBE et al., 2010).

Um dos recursos mais utilizados a fim de proteger a catequina da degradacéo
€ a adicdo do &cido L- ascorbico (AA) (DUBE et al., 2010, ADITYA et al., 2015). O
AA é uma vitamina hidrossoluvel, vitamina C, muito utilizado pela industria de
alimentos como aditivo em funcdo de suas propriedades redutoras (MAHMOUD et
a., 2014). Diante disso, e com base no que foi observado na literatura cientifica
sobre as metodologias aplicadas e concentracdes de AA, trés formulacdes com
diferentes razbes (p/p) catequina:acido ascoérbico foram testadas e avaliadas quanto
ao TP, PDI, Zeta, pH e visualmente (fotos). A Tabela 5 apresenta os resultados do

acompanhamento da estabilidade das formulacdes durante 16 dias.
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Tabela 5 — Estabilidade das nanoparticulas de quitosana fungica / goma arabica
contendo catequina e 6leo de semente de uva (Vitis vinifera) com adi¢do de acido

ascorbico.
TP PDI Pz pH
(nm+=DP) (mV+DP)
FORMULACAO DIAS
1 178,56+4,00 0,268 +16,56+£1,01 4,27+0,06
4 174,16%1,60 0,255 +19,16+£2,07 4,37+0,06
NP-OSU-Cat-1 8 162,53+3,64 0,233 +13,63+£11,80 4,30%+0,10
12 186,30+0,98 0,241  +28,10+3,10  4,37#0,12
16 222,56+6,13 0,264  +32,13+0,80 4,43+0,23
1 165,26+2,58 0,276  +18,83+2,02  4,03+0,12
4 162,96+2,85 0,269  +17,83+1,36  4,07+0,21
NP-OSU-Cat-2 8 156,33+2,63 0,247  +17,70+1,57  4,03+0,23
12 190,93+2,57 0,264  +29,33+0,72  3,93+0,23
16 224,86+10,4 0,284  +31,76+1,10  4,10+0,17
1 154,5+4,01 0,276  +18,06+5,54  4,07+,12
4 149,63+2.88 0,268 +16,40+£2,45 4,03x0,25
NP-OSU-Cat-3 8 141,40+2,87 0,253  +12,93+0,56  3,97+0,29
12 161,73+2,57 0,264  +23,46+3,85 4,00+0,16
16 186,50+0,96 0,271  +22,03+1,01  4,03+0,25

NP-OSU-Cat-1: nanoparticula de quitosana/ goma arabica contendo Oleo de
semente de uva e catequina(proporcdo catequina:acido ascorbico 1:1); NP-OSU-
Cat-2 nanoparticula de quitosana/ goma arabica contendo 6leo de semente de uva
e catequina(proporcédo catequina:acido ascorbico 1:2); NP-OSU-Cat-3: nanoparticula
de quitosana/ goma ardbica contendo O0leo de semente de uva e
catequina(proporcao catequina:acido ascorbico 1:3,52);TP: tamanho de particula;
PDI: indice de polidisperséo; PZ: potencial zeta. Resultados representados como
valor médio + desvio-padrao.

Fonte: A autora (2022).

A adicdo do AA nao alterou as dispersdes de nanoparticulas, que
apresentaram-se estaveis sem formacdo de cremagem, todas com a mesma

coloragéo, leitosa levemente amarela, conforme € apresentado na Figura 6.
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Figura 6 — Imagens do aspecto visual das formulacbes de nanoparticulas de
quitosana/ goma arabica contendo 6leo de semente de uva (Vitis vinifera) e
catequina, com e sem acido ascorbico, apos 16 dias de armazenamento.

A B c =]

! H

A: (NP-OSU-Cat) nanoparticula de quitosana/ goma arabica contendo Oleo de
semente de uva e catequina (sem &cido ascorbico); B: (NP-OSU-Cat-1)
nanoparticula de quitosana/ goma arabica contendo 6leo de semente de uva e
catequina(proporcdo catequina:acido ascorbico 1:1); C: (NP-OSU-Cat-2)
nanoparticula de quitosana/ goma arabica contendo 0leo de semente de uva e
catequina(proporcdo catequina:acido ascérbico 1:2); D: (NP-OSU-Cat-3)
nanoparticula de quitosana/ goma ardbica contendo 6leo de semente de uva e
catequina(proporcao catequina:acido ascorbico 1:3,52)

Fonte: A autora (2022)

As nanoparticulas apresentaram TP e PDI, com valores préximos entre si e
das outras formulacdes, NP-OSU e NP-OSU-Cat. O PZ das formulacbes NP-OSU-
Cat-1 e NP-OSU-Cat-2 estdo mais positivas comparadas a NP-OSU-Cat-3. Essa
diferenga, pode estar relacionada a maior concentragdo de acido ascorbico presente
na formulacdo NP-OSU-Cat-3 (KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011). Keawchaoon e
Yoksan (2011) relatam resultados semelhantes no seu trabalho, verificando a
reducdo do potencial zeta com o aumento da concentracédo inicial de carvacrol nas
nanoparticulas de quitosana. Apés o vigésimo dia todas as solucdes apresentaram
sedimentos e escureceram. Assim, pode-se perceber que o tempo de vida de todas
as formulacdes foi aproximadamente 20 dias em suspensdo. Com base nos
resultados obtidos, a formulagdo NP-OSU-Cat-1 foi escolhida, devido a menor
guantidade de &cido ascorbico, consequentemente, reduzindo a quantidade de
reagentes utilizada e, portanto os custos do processo.

A formulacdo NP-OSU-Cat-1 apresentou tamanho nanomeétrico 162,53 nm a
22256 nm. O valor do TP da formulagcdo apresentou tamanhos menores,
comparados a outros estudos que utilizavam quitosana e goma arabica como
polimeros encapsulantes, a exemplo das nanoparticulas carregada com quercetina

482,7 nm (KIM et al., 2021) e nanoparticulas carregadas com curcumina 296,3 nm a
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555,3 nm (TAN et al.,, 2016). Comparado a outros trabalhos com nanoparticulas
carregadas com catequina o resultado obtido no presente estudo apresentou valores
préximos, como nanoparticulas de quitosana carregadas com catequina-quercetina
190,7 nm (LI et al.,, 2018) e nanoparticulas de quitosana / TPP carregadas com
catequina 163 nm (DUBE et al., 2010).

O PDI da formulagéo exibiu valores proximos no periodo de armazenamento
0,233 a 0,268. A formulacédo apresentou valores de PZ positivos, acima de + 13,63
mV. O valor médio do PZ em nanoparticulas de quitosana se encontra na faixa de
+30 mV a +50 mV, em fung&o dos grupos aminos protonados presente na quitosana
em meio acido (TAN et al.,2016; VALENCIA et al.,2021) . No entanto, os resultados
encontrados no trabalho foram abaixo de +30 mV, os quais podem estar
relacionados com a interacdo entre a catequina e quitosana (LI et al., 2018).

Durante o periodo de avaliagdo da estabilidade ndo foi observada mudancas
do pH. Alteracbes no pH onde as nanoparticulas estdo dispersas pode afetar a
intensidade de carga entre o0s materiais de parede que a constitui,
consequentemente afetando a interacdo eletrostatica de ambos, podendo influenciar

na estrutura dessas nanoparticulas (KIM et al., 2019).

6.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE%)

A eficiéncia de encapsulcdo (EE%) avalia a capacidade dos materiais de
encapsulacdo em reter o composto ativo dentro da sua estrutura. Fatores como
polaridade da molécula bioativa encapsulada, composi¢cao molecular dos polimeros
encapsulantes, métodos de obtencdo e menor tamanho das nanoparticulas, sédo
relevantes para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (AHMAD et al., 2019;
VALENCIA et al.,2021).

No presente estudo, foi obtida EE% da catequina nas nanoparticulas de
67,74% que foi proximo ao relatado por Li et al., (2018) com EE% de 76,35% nas
nanoparticulas de quitosana carregadas com catequina e quercetina modificada com
genipina. O valor também foi préximo ao reportado por Ahmad et al., (2019) com
EE% de 48,03% nas nanoparticulas de amido de castanha da india carregadas com
catequina, EE% de 55% nas nanoparticulas de amido do caule de I6tus carregadas
com catequina e EE% de 57% nas nanoparticulas de amido de castanha d’agua

carregadas com catequina. Esse ultimo estudo as diferentes concentracbes da
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eficiéncia de encapsulacdo foi atribuida aos diferentes tipos de amido e sua

interacdo com a catequina.

6.3 CARACTERIZAC}AO DAS NANOPARTICULAS
6.3.1 Morfologia

A técnica de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada com
objetivo de determinar a morfologia da superficie da suspensédo da NP-OSU-Cat-1, a
qual esta apresentada na Figura 7.

Figura 7 — Imagens de nanoparticulas de quitosana/ goma arabica contendo 6leo de

semente de uva (Vitis vinifera) e catequina (NP-OSU-Cat-1) (A) e (B) obtidas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV).

EHT = 10.00kV Mag= 4000KX
WD = 10.0 mm | Probe = 100 pA

Sigral A = SE1
VP Yarget=_ 10 Pa

Fonte: A autora (2022)
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As nanoparticulas apresentaram morfologia esférica bem definidas e
superficie lisa, também nédo foi observada a presenca de cristais da catequina ou
agregacdo das nanoparticulas. Fora isso, também foi possivel detectar que as
nanoparticulas apresentaram tamanhos nanometricos, como esta apresentado nas
Figuras 7 (A e B). Assim, os resultados obtidos estdo de acordo com as analises de
DLS (Tabela 4), onde elas apresentaram faixa de tamanho variando de 178,56 nm a
222,56 nm. Comparado a outros estudos de nanoparticulas de quitosana contendo
0leo, 0 mesmo padréo foi observado para nanoparticulas de quitosana/tripolifosfato
contendo Oleo essencial de cravo (HADIDI et al.,, 2020) e nanoparticulas de
quitosana/ goma arabica contendo geraniol (OLIVEIRA et al.,, 2018). Para
nanoparticulas de catequina, resultados similares foram observados krishnaswamy,
Orsat e Thangavel (2012) para nanoencapsulacdo de catequina com beta-

ciclodextrina.
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6.3.2 Estrutura quimica

Os espectros na regido do infravermelho das nanoparticulas carregadas com
catequina (NP-OSU-Cat-1), da catequina, nanoparticula sem catequina (NP-OSU),
do 6leo de semente de uva, da goma arabica e da quitosana estéao ilustrados na
Figura 8.

Figura 8 — Espectros de infravermelho obtidos para nanoparticulas de
quitosana/goma arabica contendo 6leo da semente de uva e catequina (NP-OSU-
Cat-1 ), catequina (CAT __ ), nanoparticulas sem catequina (NP-OSU ), 6leo
da semente de uva (OSU ), goma arabica (GA ) e quitosana ( QF ).
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Fonte: A autora (2022)

Os espectros da QF e GA apresentaram banda tipica em 3297 cm™ e 3323
cm™ , o qual corresponde vibracéo de alongamento da ligacdo — OH (ESPINOSA-
ANDREWS et al., 2010; TAN et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018; RAJABI et al.,
2019). Os picos de absorcédo 1591 cm™ e 1375 cm™, correspondem a vibracdo da
flexdo em _NH 3" e de alongamento em C _N. (HAN et al., 2020). E a banda em
1032 cm™ refere-se a vibracdo de alongamento de ligacdes CO, que também foi
comum para GA em 1026 cm™ (ESPINOSA-ANDREWS et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2018).

Nos espectros da GA as bandas em 1607 cm™ e 1395 cm™’ estdo
relacionadas as vibragOes de alongamento assimétrico e simétrico, respectivamente,
sal de acido carboxilico __COO (RAJABI et al., 2019).
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O ¢6leo de semente de uva exibiu espectros com picos caracteristicos em
2926 cm™ e 2850 cm™ os quais estdo relacionados as vibracdes de alongamento -
C-H em -CH3 e -CH2 das cadeias alifaticas dos triglicerideos. O pico em 1763 cm™
esta associado as vibracbes de C = O (grupo carbonila) dos ésteres. Ja a banda
presente em 1154 cm™ é correlacionada aos ésteres saturados e a banda em 1091
cm™ aos alcodis primarios O — C — O. As vibragées entre 900 cm™ e 650 cm™, no
nosso trabalho em 726 cm™, correspondem as vibracées de balanco em - (CH2) n—
e —HC = CH—(estrutura cis) e a vibracédo deformacdo em —HC= CH- (estrutura cis)
(VLADIMIR et al., 2021).

O espectro da nanoparticula branca (NP-OSU) apresentou banda
caracteristica do complexo entre a QF e GA em 3329 cm™ relacionada & vibracéo de
alongamento, onde o _OH se sobrepfe a banda de alongamento de __NH,,
decorrente da interacdo entre os polimeros (ESPINOSA-ANDREWS et al., 2010;
TAN et al., 2016) . Também foi observado que o pico caracteristico na faixa de 1036
cm™ associado a vibragéo de alongamento do grupamento __CO , comum & QF e
GA. No entanto, na nanoparticula tornaram-se mais fortes, apresentando picos
maiores (ESPINOSA-ANDREWS et al., 2010; BUTSTRAEN; SALAUN, 2014;
OLIVEIRA et al., 2018; HAN et al., 2020).

No espectro das nanoparticulas sem farmaco também foi observada a
presenca do pico na faixa de 2930 cm™ que também é comum no espectro do 6leo
de semente de uva, porém nas nanoparticulas se apresentaram menos intensas. O
mesmo foi verificado nos picos na faixa de 1746 cm™ para as nanoparticulas e 1763
cm™ para o 6leo. Esses resultados podem indicar a incorporacdo do 6leo nas
nanoparticulas formadas. O espectro das nanoparticulas sem farmaco comparando-
se com o0s espectros da QF e GA, mostrou alteracdes nas regiées carbonil e amida.
Percebeu-se que 0s picos em 1592 cm™ e 1609 cm™ foram suprimidos nas
nanoparticulas. Essa mudanca € uma indicacdo de formacdo das nanoparticulas,
onde um dos processos de complexacdo se deu através da interacdo eletrostatica
entre __NH ;" da QF e __COO ~ da GA. Resultados semelhantes foram observados
nos trabalhos de Espinosa-Andrews et al. (2010) e Han et al. (2020).

A catequina apresentou pico especifico em 3271 cm™ relacionado & absorcao
grupo aril-alquil-éter e dos grupos 1,3 e 1,2 hidroxila (JUNIOR et al., 2017), também
mostrou picos especificos em 1609 cm™ e 1422 cm™, que correspondem as

vibracdes de alongamento no anel aromatico em C —C. O pico em 1362 cm™
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corresponde as vibragdes de flexdo de — OH (JIANG et al., 2021). O pico em 1030
cm™ esta associado a absorcéo nas ligacdes C _O __C do grupo aril-alquil-éter
(JUNIOR et al., 2017).

No espectro das nanoparticulas contendo CAT foi verificada a banda
caracteristica na regido 3330 cm™, atibuida ao grupamento __OH sobreposto ao
NH,, o qual se apresenta mais forte comparada as nanoparticulas brancas. O
mesmo ocorreu para o pico caracteristico em 1030 cm™, ficando mais intenso nas
nanoparticulas contendo CAT. Também foi observado o deslocamento da vibragéo
em 1609 cm™ para catequina e 1618 cm™ para as nanoparticulas, mostrando-se
mais intensa nas nanoparticulas. Assim, indicando que ocorreu encapsulamento da
catequina nas nanoparticulas, como também foi observado no trabalho de Liu et al.
(2018).

Através das andlises dos espectros inframelho foi possivel verificar a
formacdo das nanoparticulas de quitosana e goma arabica contendo Oleo da
semente de uva, bem como das nanoparticulas de quitosana e goma arabica

contendo 6leo da semente de uva e catequina por coacervacado complexa.

6.3.3 Propriedades térmicas

A andlise termogravimétrica (TGA) permite avaliar a estabilidade térmica dos
materiais estudados a partir de mudancas de massa em funcdo da temperatura
(KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011). As curvas termogravimétricas obtidas para
quitosana (QF), goma arabica (GA), 6leo da semente de uva (OSU), catequina
(CAT), nanopaticulas brancas (NP-OSU) e nanoparticulas com catequina (NP-OSU-
Cat-1) estdo representadas na Figura 9.

Nos termogramas obtidos para os polimeros, QF e GA, o primeiro evento
térmico, abaixo de 125°C para a quitosana e de 175°C para a goma arabica,
resultou em aproximadamente 10% de perda de massa de ambos os materiais e
esta correlacionado a perda de agua dos mesmos. Resultados semelhantes foram
encontrados por Garcia et al. (2021) para a QF, e por Tavares et al. (2019) para a
GA. A segunda etapa de perda de massa nas curvas obtidas para QF (125-475°C) e
GA (135-425°C) esté corelacionada a decomposi¢édo dos polimeros, o que envolve a
despolimerizagdo e decomposicao das unidades D-glucosamina e N-acetil-D-

glucosamina e do anel carboidrato presente na goma (TAVARES et al., 2019). Nesta


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/bending-vibration
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etapa as perdas de massa correspoderam a aproximadamente 50% e 57% das suas

massas iniciais.

Figura 9 — Termograma (TGA) obtidos para nanoparticulas de quitosana/goma
aradbica contendo 06leo da semente de uva e catequina (NP-OSU-Cat-1 ),
catequina (CAT __ ), nanoparticulas sem catequina (NP-OSU ), Oleo da
semente de uva (OSU  ),goma arabica (GA ) e quitosana ( QF ).
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Fonte: A autora (2022)

O termograma do OSU néo exibiu eventos térmicos abaixo de 250°C. O perfil
de decomposicdo do OSU ocorreu em etapa Unica entre 250 e 500°C, sendo este
responsavel pela perda de cerca de 97% da massa do 6leo. Essa faixa de
temperatura foi semelhante a obtida para o OSU (Vitis vinifera L.) por De Souza et
al. (2020). Os autores indicam que a estabilidade térmica do Oleo pode estar
associada a sua composicdo, que apresenta antioxidantes naturais, conferindo
maior protecéo aos acidos graxos (DE SOUZA et al., 2020).

A curva termogravimétrica das NP-OSU apresentou 3 estagios de perda de
massa: o primeiro deles abaixo de 200°C, também relacionado a perda de umidade
presente no complexo formado; o segundo, entre 200 e 375 °C, que pode ser
atribuido a degradacéo dos materiais de parede; e o terceiro, entre 375 e 500 °C,
cuja faixa de temperatura coincide com a faixa de degradacdo do OSU. O perfil de
degradacdo das NP-OSU-CAT-1, por sua vez, se assemelha ao da catequina,
representado em 4 etapas, com curvas praticamente sobrepostas.

Comparando-se aos termogramas dos polimeros isoladamente com os das

nanoparticulas (com e sem catequina), foi possivel observar que ocorreu um
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deslocamento da temperatura de decomposicao, assim indicando que o processo de
nanoencapsulacdo aumentou a estabilidade térmica. Como ndo ocorreram eventos
térmicos abaixo de 200 °C, indicando boa estabilidade térmica, as nanoparticulas
contendo CAT podem ser utilizadas como um ingrediente funcional pela industria de
alimentos que aplicam processos térmicos, como pasteurizagdo e esterilizacdo
(RUENGDECH,; SIRIPATRAWAN, 2021).

A técnica de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) avalia as
transformacdes fisico-quimica, como ponto de fusdo e cristalizacdo, de uma
determinado produto quando submetido & variagcdes térmicas, aquecimento ou
resfriamento (HADIDI et al.,2020). Na Figura 10 estdo representadas as curvas de

DSC obtidas para as nanopatrticulas e os materiais utilizados em sua sintese.

Figura 10 — Termograma (DSC) obtidos para nanoparticulas de quitosana/goma
ardbica contendo O6leo da semente de uva e catequina (NP-OSU-Cat-1 ),
catequina (CAT ), nanoparticulas sem catequina (NP-OSU  ),goma arabica
(GA _ )equitosana (QF ).

- _~— NP.OSU-Car-1

N \ o g , NP-OSU

GA

Fluxo de Calor
1

| ] /,‘ ) : QF

T T T T
100 200 300 400

Fonte: A autora (2022)

Os termogramas DSC dos polimeros, QF e GA, apresentaram um pico
endotérmico em aproximadamente 100 °C, o qual pode estar associado a
evaporacao da agua, e na QF também pode estar correlacionado com as ligagbes
de hidrogénio com hidroxila. Também foi observado um pico exotérmico QF (302 °C)
e GA (320 °C), este relacionado degradacéo térmica, perda de massa dos polimeros
(OLIVEIRA et al., 2018; VALENCIA et al.,2021).

No termograma obtido para CAT foi observado varios picos de fusao,

fendbmeno conhecido como polimorfismos de fuséo, apresentando quatro principais
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picos endotérmicos. O primeiro pico endotérmico foi 113,78 °C indicando perda de
agua na catequina, o segundo em 144,74 °C indicando fusdo com decomposi¢éo, o
terceiro em 180,1°C é relacionado com o ponto de fusdo da catequina e o quarto em
296,63°C relativo a decomposicdo completa da molécula (SEMALTY et al., 2011
KRISHNASWAMY.; ORSAT; THANGAVEL, 2012; LIU et al., 2014).

Comparando o0s picos endotérmicos e exotérmicos dos polimeros
isoladamente com as nanoparticulas com e sem a CAT, verificou-se um
deslocamento desses picos para temperaturas mais altas, o que sugere que uma
nova organizagcado estrutural foi formada entre os materiais de parede e
encapsulados, o que resulta no aumento das temperaturas de fusdo e degradacéo e
consequentemente, da estabilidade térmica.

Em processos de nanoencapsulacdo os graficos de DSC podem indicar a
eficiéncia de incorporagcdo do composto ativo encapsulado. Picos individuais, da
substancia ativa e do material de parede, podem sinalizar que a encapsulacdo nao
foi satisfatéria. Por outro lado, a ndo visualizacdo de picos caracteristicos do
composto, pode significar que ocorreu interacdo eficiente com o0s materiais
encapsulantes (FEYZIOGLU; TORNUK et al., 2016). Os picos relacionados a fusao
presentes no termograma da CAT isolada ndao foram observados na curva das NP-
OSU-Cat-1, sendo, portanto, um indicativo do sucesso do processo de encapsulacao

da catequina nas NP-OSU.

6.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Os resultados da concentracao inibitéria minima (CIM) das substancias testes
frente as bactérias patogénicas veiculadas por alimentos Gram positivas (Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faeciu, Listeria monocytogenes) e
Gram negativas (Salmonella enteric subsp. enterica serovar typhimurium,
Escherichia coli) encontram-se relacionadas na Tabela 6.

Todas as substancias testes foram efetivas na inibicdo dos microrganismos
testados, tendo sido obtidas a CIM. A excecdo do OSU e CAT néo encapsulados
frente ao B. cereus, para as quais nao foi possivel obter a CIM nas concentracdes

estudadas.
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Tabela 6 — Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) do Oleo da
semente de uva (Vitis vinifera) (OSU), Catequina (CAT), nanoparticula de quitosana
e goma arabica contendo 6leo da semente de uva (NP-OSU) e nanoparticula de
quitosana e goma arabica contendo 6leo da semente de uva e catequina (NP-OSU-
Cat-1) para inibicdo de microrganismos patogénicos veiculados por alimentos.

CIM das substancias testes mg/mL

OSU CAT NP-OSU NP-OSU-Cat-1
Microrganismo [OSU] [OSU] [CAT]
E. coli 2,25 0,40 0,75 1,50 0,20
Salmonella enteric subsp. enterica 3,75 0,50 3,75 4,50 0,60
serovar typhimurium
S. aureus 3,75 0,50 3.75 4,50 0,60
B. cereus ND* ND* 3,00 3,75 0,50
E. faecium 0,75 0,10 0,75 2,25 0,30
L. monocytogenes 3,00 0,50 1,50 3,00 0,40

*ND= ndo determinada

OSU: dleo da semente de uva; CAT: catequina; NP-OSU: nanoparticulas de
quitosana/goma arabica contendo O6leo da semente de uva; NP-OSU-Cat-1:
nanoparticulas de quitosana/goma arabica contendo 6leo da semente de uva e
catequina;[OSU]: concentracdo equivalente do Oleo da semente de uva nas
nanoparticulas em mg/mL; [CAT]: concentracdo equivalente da catequina nas
nanoparticulas.

Fonte: A autora (2022)

Para o0 OSU a melhor acédo, ou seja, menor CIM foi para E. faecium de 0,75
mg/mL seguida da E. coli de 2,25 mg/mL. Um dos possiveis mecanismos
relacionados a essa efetividade do OSU, pode estar associado a hidrofobicidade.
Compostos hidrofébicos apresentam propriedades relacionadas a degradacdo dos
lipideos presentes na membrana celular, levando a morte desses microrganismos
devido a liberagdo de ions e componentes celulares (FEYZIOGLU; TORNUK, 2016;
HADIDI et al., 2020). Apos a encapsulacdo do éleo (NP-OSU), a CIM para E. coli foi
de 0,75 mg/mL e para L. monocytogenes de 1,50 mg/mL, tendo reduzido pela
metade comparada ao OSU livre, enquanto para E. faecium, Salmonella enteric
subsp. enterica serovar typhimurium e S. aureus os valores ndo sofreram alteracédo.
Um dos possiveis mecanismos relacionados a melhor efetividade em relagdo a

algumas bactérias ap0s a encapsulagdo pode estar relacionado a presenca da
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quitosana como material de parede das nanoparticulas. Embora nao esteja bem
esclarecida a atividade antibacteriana da quitosana, esta pode ser influenciada por
varias condi¢cbes como caracteristicas do polimero (tipo, grau de polimerizacéo e
desacetilacdo), pH da solucdo de quitosana, solventes, métodos de ensaio e
organismos testes (YOUNES et al.,, 2014). Younes et al. (2014) citam em seu
trabalho que a atividade antibacteriana da quitosana, de menor peso molecular,
frente a E. coli esta relacionada a capacidade de introduzir-se na célula através do
lipopolissacarideo (LPS) presente na parede celular de bactérias Gram negativas. Ja
para S. aureus 0 mecanismo esta associado a capacidade de aderir ao acido
teicoico presente na parede celular das Gram positivas formando uma membrana
polimérica, e consequentemente inibindo a entrada de nutrientes na célula.

A melhor atividade antibacteriana das NP-OSU em relacdo ao OSU néo
encapsulados pode estar associado a propriedade de liberacdo controlada que as
nanoparticulas possuem entregando 0 composto ativo gradualmente, assim,
podendo ser mais eficaz na inibicdo do crescimento desses microrganismos, bem
como promovendo a manutencao/estabilidade dos compostos bioativos presentes
no oleo (LI et al., 2018). O tamanho nanométrico das nanoparticulas também tem
efeito positivo sobre a atividade antibacteriana, uma vez que podem penetrar na
parede bacteriana acarretando destruicdo da membrana celular, bem como inibir
sintese proteica e acdo enzimatica. Outro possivel mecanismo de inibicdo pode se
dar através da interacdo das cargas dessas nanoparticulas com a membrana celular
das bactérias, aumentando a permeabilidade e consequentemente liberacdo do
contetdo citoplasmatico levando a morte celular (FEYZIOGLU.; TORNUK, 2016;
HADIDI et al., 2020).

A CAT livre apresentou menor CIM para E. faecium 0,10 mg/mL seguida da
E. coli 0,40 mg/mL. A acdo antimicrobiana da CAT se deve a interagdo com as
proteinas solGveis presente na parede celular das bactérias, causando sua
precipitagdo, assim, aumentando a permeabilidade da parede celular, bem como
inibindo sua formagao (GOMES et al., 2018). A catequina pode apresentar atividade
frente a E. coli devido aos grupos hidroxilas, o qual se transforma em carbonila por
meio da reacdo de desidrogenacao. As carbonilas interagem com os fosfolipideos da
membrana celular da bactéria por meio de ligacbes cruzadas, assim, acarretando
danos na membrana, bem como nas suas funcdes fisiolégicas (CHUNMEI et al.,

2010). Chunmei et al. (2010) observaram o feito inibitério da catequina sobre o
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crescimento da E. coli em concentracbes de 0,05 mg/mL, fora isso também
constataram que a acdo inibitéria sobre a bactéria era dose dependente da
guantidade de catequina.

A NP-OSU-Cat-1 mostrou melhor efetividade na inibicdo dos microrganismos
E. coli com CIM de 0,20 mg/mL, E. faecium 0,30 mg/mL. Comparando com a CAT
livre, os resultados para E. coli foram melhores para NP-OSU-Cat-1, uma vez que a
CIM reduziu pela metade. Porém, para E. faecium o efeito inverso ocorreu,
triplicando o valor da CIM. Comparando-se a NP-OSU-Cat-1 com a NP-OSU,
apenas para E. coli as CIM foram proximas. Para 0s outros microrganismos
proporcionou um aumento da CIM, logo n&o obtendo um resultado positivo. Pode-se
perceber que ndo ocorreu uma interacao sinérgica dos compostos para a atividade
antibacteriana, uma vez que a incorporacao da catequina nas NP-OSU aumentou a
concentragdo equivalente do OSU para CIM. Por outro lado, ndo da para saber se o
oleo “influenciou” negativamente ou positivamente na agcéo da catequina, porque nao
temos s6 a catequina encapsulada para usarmos como referéncia. Dessa forma, se
faz necessario experimentos adicionais para elucidar a influéncia do OSU a CAT no
processo de encapsulacéo.

De acordo com os resultados obtidos foi possivel observar a acao
antimicrobiana das NP-OSU-Cat-1 sobre bactérias patogénicas de origem alimentar,
obtendo menor CIM para E.coli. Assim, pode-se sugerir sua incorporagdo em
produtos alimenticios como filmes comestiveis para embalagens podendo atuar
protegendo o alimento da contaminacdo por essas bactérias, assim, ajudando a
preservar as qualidades sensoriais do produto, bem como atuando na saude do
consumidor prevenindo de possiveis infec¢cdes causadas pela contaminacdo do

alimento com esses microrganismos.
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7 CONCLUSAO

As nanoparticulas de quitosana fangica/goma arabica contendo O6leo da
semente de uva e catequina desenvolvidas apresentaram-se estaveis, com tamanho
nanométrico, baixo PDI e potencial zeta positivo. Além de boa eficiécia de
encapsulacéo.

A morfologia das nanoparticulas foi confirmada pela microscopia eletrénica
de varredura, demonstrando sua forma esférica e bem definida. As analises térmicas
sugeriram uma nova organizacgéo estrutural formada confirmando a encapsulacéo do
Oleo da semente de uva e catequina, bem como melhor estabilidade térmica. As
nanoparticulas também apresentaram acdo antibacteriana frente a bactérias
patogénicas de origem alimentar.

Os resultados obtidos sugerem que as nanoparticulas contendo catequina
apresentam elevado potencial para aplicacdo como ingrediente bioativo na industria
alimenticia para o desenvolvimento de alimentos com propriedades funcionais, bem

como na prevencdao de bactérias de origem alimentar.
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