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RESUMO

Fungos fitopatogénicos séo os principais agentes deteriorantes de frutas, ocasionando
elevada perda na producdo e na comercializacdo. Isto acarreta a implantacdo de
medidas preventivas pela agroindustria. Nesse contexto, coberturas comestiveis séo
tecnologias emergentes, e ecosustentaveis para conservacdo de alimentos. Assim, o
presente estudo desenvolveu coberturas comestiveis a base de gel de cloridrato de
quitosana, de nanoparticulas de cloridrato de quitosana, e da associacao das duas
substancias, verificando sua a¢éo antifungica, e influéncia na ultraestrutura de fungos
fitopatogénicos, atividade antioxidante e toxicidade. Também foi verificada a agéo
preventiva e curativa para infec¢des fungicas das coberturas, usando uva de mesa
como fruta modelo. O cloridrato de quitosana foi obtido por dialise da quitosana
extraida de Mucolares por método alcali-4cido. As nanoparticulas foram obtidas por
gelificacdo ibnica. Os materiais obtidos foram caracterizados fisico-quimicamente
(espectro de infravermelho, termogravimetria, calorimetria, tamanho médio, indice de
polidispersdo, e potencial zeta. Foram determinadas as Concentracdes Inibitorias
Minimas (CIM) das substancias testes, além da influéncia no crescimento micelial e
ultraestrutura dos fungos fitopatogénico. Atividade antioxidante foi determinada pelos
sequestros dos radicais DPPH, ABTS e reducao de ferro. A citotoxicidade, e o
potencial de irritacdo foram determinados por MTT e HET-CAM. Os polimeros
apresentaram bandas caracteristicas no espectro de infravermelho. Com grau de
desacetilagdo acima de 80%. As nanopatrticulas apresentaram tamanho 450-1160nm,
potencial zeta 27-41mV, e indice de polidispersao 0,42-0,92. Todas as substancias
foram consideradas atoxicas. As substancias apresentaram baixa CIM e promoveram
importantes alteracdes no micélio e nos esporos dos fungos teste. O controle de
infeccbes pos-colheita em uvas pelas substancias testes demonstrou efeito
preventivo, e curativo, obtendo resultados promissores na conservacao das uvas.
Dessa forma, o cloridrato de quitosana em gel ou nanoparticulas, € um promissor

agente inibitério de fungos, sendo efetivo no preparo de cobertura comestivel bioativa.

Palavras-chaves: atividade antifingica; fitopatdgenos; nanotecnologia; quimica

verde; seguranca alimentar.



ABSTRACT

Phytopathogenic fungi are the main fruit spoilage agents, causing high losses in
production and commercialization. This leads to the implementation of preventive
measures by the agroindustry. In this context, edible coatings are emerging and eco-
sustainable technologies for food preservation. Thus, the present study developed
edible dressings based on chitosan hydrochloride gel, chitosan hydrochloride
nanoparticles, and the association of the two substances, verifying their antifungal
action, and influence on the ultrastructure of phytopathogenic fungi, antioxidant activity
and toxicity. The preventive and curative action for fungal infections of the toppings
was also verified, using table use as a model fruit. Chitosan hydrochloride was
obtained by dialysis of chitosan extracted from Mucolares by alkali-acid method. The
nanoparticles were obtained by ionotropic gelatinization. The materials obtained were
characterized physicochemically (infrared spectrum, thermogravimetry, calorimetry,
average size, polydispersity index, and zeta potential. The Minimum Inhibitory
Concentrations (MIC) of the test substances were determined, in addition to the
influence on mycelial growth and ultrastructure of the phytopathogenic fungi.
Antioxidant activity was determined by scavenging radicals DPPH, ABTS and iron
reduction. Cytotoxicity and irritation potential were determined by MTT and HET-CAM.
The polymers showed characteristic bands in the infrared spectrum. With degree of
deacetylation above 80%. The nanoparticles were 450-1160nm in size, zeta potential
27-41mV, and polydispersion index 0.42-0.92. All substances were considered non-
toxic. The substances presented MIC and promoted alterations in the mycelium and
spores The control of postharvest infections in grapes by the test substances
demonstrated preventive and curative effects, obtaining promising results in the
conservation of the grapes. Thus, chitosan hydrochloride in gel or nanoparticles is a
promising fungal inhibitory agent, being effective in the preparation of bioactive edible

coating.

Keywords: antifungal activity; phytopathogens; nanotechnology; green chemistry;

food safety.
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1 INTRODUCAO

Em 2012, no Rio de Janeiro durante a Conferéncia das Na¢des Unidas foram
estabelecidos 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), que provesse 0s
desafios mundiais mais urgentes, no dmbito ambiental, politico e econémico. Tais
objetivos devem ser mensuraveis e acordados mundialmente, compreendendo um
conjunto de acdes para acabar com a pobreza extrema, e a fome, prevenir doencas
mortais, expandir a educacao primaria, diminuir a desigualdade econdémica, proteger
o planeta, o clima, consumo sustentavel, e assegurar paz e prosperidade a todas as
pessoas (NacOes Unidas-Brasil, 2023).

Na indastria do agronegdcio dois dos ODS se destacam, no intuito de estimular
uma producdo e consumo sustentavel, melhorando a qualidade dos produtos
comercializados e a renda, principalmente, dos pequenos produtores de alimentos. O
Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel 2 (Fome zero e Agricultura sustentavel),
especificamente 2.4, tem como uma de suas acfes garantir, até 2030, a
implementacéo de sistemas sustentaveis de producdo de alimentos que aumentem a
produtividade e a producao, e que ajudem a manter 0s ecossistemas. Assim como, 0
ODS 12 (Consumo e Producdo responsaveis), destacando-se os 12.3 cujas acdes sdo
voltadas para reducao das perdas de alimentos ao longo das cadeias de producéo e
abastecimento; e o 12.4 apresentam acdes para alcancar o manejo dos produtos
guimicos de forma ambientalmente saudavel, minimizando os impactos negativos
desses produtos sobre a saude humana e o meio ambiente (Nac¢des Unidas-Brasil,
2023).

Os acordos e concessdes comerciais advindos da integracéo de varios setores
aos ODS, tem estimulado a implantacéo de préaticas da quimica verde a processos de
producdo. A Quimica verde € uma ciéncia relacionada ao meio ambiente que tem por
objetivo advertir sobre os possiveis danos dos processos produtivos tradicionais, e
contribuir com solu¢des inovadoras para processos industriais, visando a eficiéncia,
prevencdo de perigos, prevencao da poluicdo e substituicio de compostos toxicos
(WHITEKER, 2019). A integracdo entre o agronegocio, seus setores correlatos e a
indUstria quimica vem se tornando uma alternativa para a lideranca em tecnologias
sustentaveis no mercado mundial, e na implantacdo da bioeconomia e da economia
circular. Assim, tecnologias emergentes de embalagens inovadoras, bioativas, de

baixo custo e ecosustentaveis vem sendo propostas para incorporacdo no
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agronegocio (COUTINHO et al., 2019).

Entre as embalagens emergentes para preservacdo de frutas na pos-colheita,
as coberturas comestiveis vem se destacando. Polimeros naturais estdo sendo
considerados como alternativas aos materiais tradicionais, com foco em bioplasticos
extraidos de rejeitos vegetais; embalagens de hidrogéis constituidas de polimeros
biodegradaveis naturais também sdo uma op¢do, mas requerem formulacao individual
para cada tipo de alimento (LEYVA-JIMENEZ, F. et al 2023).

A quitosana é um biopolimero, biodegradavel, biocompativel, abundante,
renovavel, de baixo custo, capaz de formar gel e microesferas. Este polimero vem sendo
estudado e empregado nos mais diversos ramos da inudstria de alimentos, como na
confeccdo de embalagens biodegradaveis e comestiveis em frutas e queijos, como
biocida, conservante para molhos, clarificador em sucos, conservante em vinho, no
tratamento de dgua, como defensivo agricola e compondo fertilizante, além de outras
aplicacbes. Essas caracteristicas da quitosana podem ser potencializadas com
alteracdes quimicas, e o emprego de nanotecnologia (EL KNIDRI et al., 2018; KUMAR
et al., 2019; MUJTABA et al., 2018; YADAV et al., 2019).

Dentre as alteracdes quimicas mais utilizadas na quitosana esta a obtencéo de
sais de quitosana, com destaque para o cloridrato de quitosana, que apresenta forma
mais hidrofilica que o acetato e a forma neutra da quitosana. O cloridrato de quitosana
por ser hidrossoluvel e estavel em pH biolégico (pH 6-7) esta sendo apresentado aos
setores farmacéutico e de cosméticos como uma alternativa viavel a quitosana
tradicional (soluvel em acido fraco e estavel até pH abaixo de 6,0), alem de apresenta
amplo expectro antimicrobiano (FORTUNATI et al., 2017; GE et al., 2018).

As nanoparticulas de quitosana e seus derivados em alimentos tem intuito
diversificado, desde melhoria na hidrofobicidade, continuidade, manuseabilidade e
homogeneidade de coberturas comestiveis, manutencdo de aroma e cor,
principalmente quando aplicadas em frutos. Além disso, as formas de obtencgéo
dessas nanoparticulas pode variar de acordo com o pH, metodologia empregada,
estrutura da quitosana e outras (KASHYAP; XIANG; HEIDEN, 2015; MELO et al.,
2018; ZAKI et al., 2015).

Dessa forma, a utilizacdo de coberturas comestiveis poliméricas a base de
cloridrato de quitosana podem ser uma alternativa para minimizar o desperdicio de
frutas na fase pés-colheita. Estima-se que o agronegdcio registra um percentual de

perda, em todas as etapas de producédo, de aproximado 14% dos alimentos
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produzidos mundialmente (BALCI e TUNA, 2021). Dentre os principais fatores
responsaveis por essas perdas, as alteracfes causadas por microrganismos se
destacam, principalmente no pds-colheita de frutas, como a uva de mesa (Vitis labrusca
L.), impactando negativamente nos setores financeiro e agricola (BHANUSHREE et
al., 2018; KANETIS; CHRISTODOULOU; IACOVIDES, 2017; SUN et al. 2018). Dentre
os fungos encontrados frequentemente no pos-colheita de frutas, pode-se citar o
Botrytis cinerea, Aspergillus niger e Rhizopus stolonifer (CALDERON et al., 2019;
PITT, 2018; KASSEMEYER, 2017). Assim, a natureza das hortifruticolas fazem delas
a categoria mais afetada por perdas, requerendo entdo maior preocupagao na
protecdo logistica até o consumidor final (BALCI e TUNA, 2021).

Nesse contexto, a presente tese teve como objetivo obter coberturas
comestiveis a base de nanoparticulas de cloridrato de quitosana fungica, verificar a
acao antioxidante e antimicrobiana das coberturas, e usar como fruta teste uva de
mesa (Vitis labrusca L.), para verificar o efeito protetor e curativo da cobertura frente

a fungos fitopatdégenos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO, CONSUMO E CONSERVACAO DA UVA

O Brasil ocupa hoje o terceiro lugar dos paises com maior producdo de frutas
(atras da China e india), com estimativa de producdo de 45 milhdes de toneladas ao
ano, onde 65% é destinado ao consumo interno e 35% para o mercado externo. No
entanto, ocupa o 23° lugar no quesito exportacao, devido a problemas infraestruturais,
perdas durante colheita, pés-colheita, transporte, dimensao geografica do pais que
por si dificulta o escoamento dessa producéo, dentre outros (CAVALCANTI; DIAS,
2015; EMBRAPA, 2019b).

Dentre as principais frutas cultivadas no pais, a uva vem ganhando destaque.
A viticultura ocupa uma area aproximada de 78 mil hectares, espalhados do extremo
sul ao norte. Em 2021 a producéo superou 1,7 milhdes de toneladas, e com
perspectivas de crescimento nos anos seguintes. Deste volume, destina-se ao
processamento cerca de 50%, originando sucos, vinhos e outros derivados, o restante
sendo comercializado como uvas de mesa. O estado do Pernambuco apresentou uma
producédo estimada de 420 mil toneladas em 2021, quase que em sua totalidade do
sertdo, na regido do Vale do Sao Francisco (ARATA; HAUSCHILD; SCKOKAI, 2017;
EMBRAPA, 2019a; IBGE 2022).

Em termos gerais, a producdo de uvas de mesa no Brasil pode ser dividida em
dois: as uvas finas (V. vinifera L.) com sementes, sendo as principais os cultivares
“Italia” (e suas mutacdes “Rubi”, “Benitaka” e “Brasil’) e a “Red Globe”, e as uvas finas

sem sementes (“Thompson”, “Crimson” e “Sugraone”); e 0 outro grupo é das comuns
ou rusticas V. labrusca L., cujos representantes principais séo os cultivares “Niagara”
e “Isabel” (COLOMBO; BATISTA; SABBAG, 2016; RITSCHEL; MAIA; SOUZA, 2018).

O consumo de uvas e seus derivados é crescente, uma vez que sao fontes de
vitaminas, minerais e fibras, além do fator nutricional, apresentam propriedades
benéficas a saude do consumidor, como a presenca de compostos fendlicos com
capacidade antioxidante, sequestrante de radicais livres e atividade protetora contra
doencas cardiovasculares. A demanda pela fruta aumenta também a preocupacao
dos consumidores quanto a qualidade e seguranca da mesma (GUERRA et al., 2016).

A uva é um fruto ndo-climatérico altamente perecivel, devido a deterioragéo,

perdas de peso e nutrientes durante o armazenamento. A deterioracdo das uvas pode
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ocorrer tanto no pré quanto no pés-colheita, e pode ter origem fisica, fisioldgica e/ou
patologica. Uma forma de deterioracao de ordem fisica é a desidratacdo da raquis que
pode resultar na perda de bagas. De origem fisiolégica tem-se o escurecimento da
casca durante maturacao das uvas. E a principal causa de deterioracdo dessa fruta é
de origem patologica, por infeccdo fungica que pode ocorrer tanto no pré e pos-
colheita, por acdo dos fungos A. niger, R. stolonifer e C. siamense (ALI et al., 2016;
TIAN et al., 2015).

O armazenamento de uvas em temperaturas mais elevados e clima amido é
dificil devido a ocorréncia de varios fungos, causando diversas doencas no pés-
colheita, como podriddo mole, cinzenta, azul e antracnose. A deterioragéo dos frutos
afeta negativamente a sua aparéncia e, consequentemente, seu valor de mercado,
além de serem potenciais agentes transmissores de doencas devido a possivel
presenca de algum patdégeno humano (GUERRA 2016; SONKER; PANDEY; SINGH,
2016; SUN et al. 2018).

Tradicionalmente, no pds-colheita, esses fungos sdo controlados pelo uso de
fungicidas sintéticos e tratamento térmico. No entanto, esses meétodos fisicos e
quimicos apresentam certas limitacdes, fazendo com que produtos biologicos e
vegetais ativos sejam estudados por sua efetiva protecédo fornecida as uvas, com
atividade antifungica, antibacteriana, antioxidante e propriedades bio-reguladoras,
como ocorre com 6leos essenciais, quitosana e outros (KARA et al., 2018; MELO et
al., 2018; SONKER; PANDEY; SINGH, 2016).

Dentre os métodos fisicos utilizados na conservacdo de uvas, pode-se citar o
tratamento com agua quente, onde se recomenda uma temperatura superior a 50 °C,
e posterior associacdo com armazenamento em temperatura de refrigeracdo. Outro
método é a modificacdo da atmosfera de armazenamento dos frutos, embora ndo seja
recomendada para uvas comerciais, pesquisadores demonstraram que O
armazenamento em condi¢cOes de baixa concentracdo de O2 e elavada de CO2, é
eficaz na preservacao de uvas, atuando na manutencédo da firmeza, retardando a
deterioracdo, reduzindo o escurecimento, atrasando e diminuindo a respiracdo da
baga (SONKER; PANDEY; SINGH, 2016).

Ja no pré-colheita, o controle desses microrganismos geralmente é feito pela
aplicacdo de fungicidas nos campos de cultivo (também podem ser utilizados outros
agentes antimicrobianos durante o armazenamento e processamento para formacao

de derivados como sucos e vinhos), no entanto, a eficacia dos mesmos e seus efeitos
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adversos ao homem e meio ambiente como um todo esta sendo questionadas. Assim,
surge uma demanda por produtos naturais com eficacia antimicrobiana comprovada
e gue ndo apresentem 0S Mesmos riscos que essas substancias, como a quitosana e
seus derivados (MELO et al., 2018; PETRICCIONE et al., 2018; SHARMA et al., 2017).

2.2 FUNGOS CONTAMINANTES NO POS-COLHEITA DA UVA

Durante o pds-colheita de frutas e legumes, muitos sdo os fatores
contaminantes e deteriorantes dos mesmos, insetos, nematodides e microrganismos.
Com destaque especial aos fungos pois compoém o grupo que mais causam perdas
econbmicas ao setor agricola. As alteracbes causadas pelos fungos nas uvas
diminuem a vida de prateleira e apelo comercial do alimento. As alteracées que se
destacam sao aquelas relacionadas ao aroma, cor, sabor, aspecto geral e textura. As
bagas das uvas sdo, geralmente, as primeiras a apresentarem sinais visiveis de
contaminacdao fungica (DOPAZO et al., 2021; 2022).

Os principais géneros contaminantes e deteriorantes de uvas sdo Aspergillus,
Botrytis, Rhizopus, Fusarium e Penicillum. Recentemente, outro género que tem
causado preocupacao ao setor agricola € o Colletotrichum, principalmente na regiédo
do Vale do Sédo Francisco, em Petrolina, Pernambuco. Além da deterioracdo das
frutas, muitos desses fungos sdo potenciais agentes produtores de toxinas, como
aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, zearalenona, tricotecenos e acido penicilico,
que sao metabdlitos secundarios frequentemente encontrados em alimentos
contaminados por fungos. Muitas dessas micotoxinas sao estaveis quimica e
termicamente mesmo durante e apds o processamento dos alimentos, com métodos
que envolvem cozimento, fervura, forneamento, fritura e pasteurizagao (BATISTA et
al., 2023; DOPAZO et al., 2021; GIRMA; SUALEH, 2022; QUINTIERI et al., 2022).

Algumas dessas micotoxinas sao classificadas pela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (International Agency for Research on Cancer - IARC) como
cancerigenas, provavelmente cancerigenas e possivelmente cancerigenas para
humanos. A ocratoxina A tem sido estudada com frequéncia devido seus efeitos
nefrotéxicos, mutagénicos, teratogénicos, imunotdxicos e carcinogénicos. Dai a
preocupacao extra em evitar ou inibir a contaminagéo e proliferacéo desses agentes
nos alimentos (COSTA; CERQUEIRA; GARDA-BUFFON, 2019; DOPAZO et al., 2021,
GIRMA; SUALEH, 2022).
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2.2.1 Aspergillus niger

O género Aspergillus corresponde a mais de 200 espécies diferentes que se
reproduzem exclusivamente por via assexual, incluindo espécies amplamente
utilizadas em processos fermentativos, principalmente no oriente, como o A. niger, A.
oryzae, A. sojae e A. awamori. Sao capazes de produzir enzimas e acidos organicos
uteis para industria de alimentos que, ao longo do tempo os incluiu na lista de
Geralmente Reconhecidos como Seguros (Generally Recognized as Safe - GRAS).
Outras espécies sao conhecidas por produzirem metabdlitos secundarios, como
aflatoxina e ocratoxina, que séo prejudiciais para humanos, animais e/ou plantas,
como linhagens do mesmo A. niger, A. flavus e A. parasiticus (MACHIDA; GOMI,
2010).

A classificacdo taxondmica desse género tem mudado com frequéncia, pois
processos mais especificos sdo utilizados para fazer o mapeamento genético,
molecular e morfolégico desses microrganismos para diferencia-los, uma vez que
alguns sao tdo semelhantes que métodos antigos nédo os identificavam. O A. niger
esta na secao Nigri, que corresponde a um grupo conhecido genericamente como:
agregado Aspergillus niger. Este grupo é composto atualmente por 15 espécies
morfologicamente indistintas, que sao: A. tubingensis, A. niger, A. welwitschiae, A.
acidus, A. foetidus, A. kawachii, A. lacticoffeatus, A. luchuensis, A. brasiliensis, A.
coreanus, A. costaricaensis, A. eucalypticola, A. neoniger, A. piperis e A. vadensis
(GIL-SERNA et al., 2019).

Atualmente a espécie A. niger tem por classifica¢do taxondmica o reino Fungi,
filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae e
género Aspergillus. E um fungo filamentoso formador de esporos, presente no solo e
frequentemente encontrado em produtos organicos em decomposicao, seus conidios
contém esporos que podem ser propagados pelo ar e agua. E conhecido por causar
a doenga chamada de “mofo preto” em frutras, que € uma das principais causas de
deterioracdo de uvas durante a colheita e armazenamento. Algumas espécies
agregadas de A. niger sdo consideradas produtoras de ocratoxina A em alimentos,
principalmente em uvas e derivados. Essa substancia é extremamente toxica para
humanos e animais, com potencial cancerigeno (GIL-SERNA et al., 2018; PITT, 2018;
TIAN et al., 2015; WANG et al., 2015).

O controle primario do A. niger em frutas geralmente é feito durante o cultivo
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com aplicagdo de fungicidas. No entanto, estudos apontam que a biossintese de
micotoxinas pode ser estimulada quando o fungo se encontra em situacdo de
estresse, como durante aplicacdo de fungicidas em doses subletais. Esses estudos
relatam que, apesar de haver certo controle no crescimento do microrganismo, sua
producdo de micotoxinas se eleva. Tornando-se necessario o conhecimento
detalhado da atividade do agente antimicrobiano e sua dose efetiva (LAAZIZ et al.,
2018; ZOUHAIR et al., 2014).

2.3 Rhizopus stolonifer

O Rhizopus € um género de fungos zigomicetos saprotréficos, caracterizado
pela presenca de rizéides na base dos esporangiéforos, basicamente onipresente no
solo, excrementos e vegetacdo em decomposicao. Atualmente 10 espécies estao
inclusas nesse género (GRYGANSKYI et al., 2018; LEVETIN et al., 2016).

A classificacao taxondmica do R. stolonifer tem sofrido altera¢cdes ao longo do
tempo, atualmente estd definida como: reino Fungi, filo Zygomycota, subfilo
Mucoromycotina, ordem Mucorales, familia Mucoraceae, género Rhizopus. A espécie
R. stolonifer € vulgarmente conhecida como “mofo preto do pao”, sendo a espécie
mais conhecida do género e comumente associada a alergias. Quando o micélio é
jovem sua cor é esbranquicada, tornando-se marrom-acinzentada devido a presenca
abundante de esporangios pretos (KASSEMEYER, 2017; LEVETIN et al., 2016).

Existe interesse especial nesse género, uma vez que algumas espécies podem
ser utilizadas em biofermentacao industrial e na indlstria de alimentos, e outras sao
patdgenos humanos, animais e/ou plantas. Assim h& elevado interesse académico
como modelo de estudos sobre a biologia celular e molecular de fungos
(GRYGANSKYI et al., 2018).

Esse fungo atua, geralmente, em frutas e vegetais maduros (como uvas de
mesa, morango, tomate e pepino), que sdo mais propensos a ferimentos e possuem
maior teor de acucar, preferencialmente em climas quentes e Uumidos, ndo sendo
frequente na vinicultura em climas frios. A infeccdo desse fungo em uvas ndo se
restringe a baga, em clima umido, ele pode se espalhar e deteriorar o cacho inteiro.
Geralmente causa podriddo mole durante transporte e armazenamento (BAGGIO et
al., 2016; KASSEMEYER, 2017).

Por ndo possuir enzimas especificas, como esterases, que facilitem sua
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penetracdo, a infeccdo ocorre majoritariamente através de ferimentos na casca das
frutas. Apés 2-3 dias da infecgéo, os frutos se apresentam macios e aquosos liberando
liquido com odor acido ou fermentado. Em condicfes favoraveis, um dia apos 0s
primeiros sintomas pode se observar um rapido crescimento micelial na superficie da
fruta infectada (BAGGIO et al., 2016).

Assim como demais bolores, o controle primario desse microrganismo € feito
pela aplicacdo de produtos quimicos sintéticos durante o cultivo, no entanto, alguns
desses fungicidas estdo sendo proibidos em diversos paises, por seus efeitos
adversos ao homem e meio ambiente, além de estarem suspeitos de contribuirem
para o desenvolvimento de resisténcia do microrganismo, propiciando estudos com
novos antimicrobianos, como a quitosana e seus derivados (MELO et al., 2018; ZHOU
et al., 2018).

2.4 Colletotrichum siamense

O fungo Colletotrichum siamense pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota,
Classe Ascomycetes, Ordem Phyllachorales, Familia Glomerellaceae, Género
Glomerella (Colletotrichum). Sob microscopia Optica a visualizacdo do C. siamense
apresenta morfologia de micélio acinzentado, palido amarelado a rosado, conidios
com 14,6 £ 0,7 um de comprimento, 4,5 £ 0,4 um de largura e formato cilindrico, e sua
extremidade apresenta ligeiro afilamento, com taxa de crescimento de 7,8 mm por dia
(CAO et al., 2021; QUADROS et al., 2015; SILVA et al., 2019; SHARMA; SHENOQY,
2013).

As espécies do género Colletotrichum tém sido amplamente estudadas e, com
frequéncia, erroneamente classificadas, devido aos poucos caracteres
diferenciadores de sua morfologia. E um género que engloba espécies epifitas,
saprofiticas, endofiticas e com atividade fitopatogénica diversa. Apresentam coloracéo
variada, do cinza-escuro ao branco-gelo (CAO et al., 2021; QUADROS et al., 2015;
SILVA et al., 2019).

As espécies de Colletotrichum que causam antrachose sdo particularmente
importantes no pos-colheita de mais de 60 frutas e vegetais em regides tropicais e
subtropicais. Sendo o oitavo género de fitopatdgenos mais importante do mundo.
Dentre elas esta o C. siamense, frequentemente causador de perdas econémicas no

pos-colheita de bananas, abacates, morango, uvas, lichia, variedades de pimentas,
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caqui, mandioca, inhame e outras (QUADROS et al., 2015; NIEV IEROWSKI et al.,
2021; SILVA et al., 2019 (ZHANG et al., 2020).

O fungo pode permanecer quiescente por um longo periodo até que o as
condicbes ambientais estejam favoraveis ao seu desenvolvimento, sobrevivendo em
tecidos vivos ou mortos presentes no solo. As chuvas e aguas de irrigacdo sdo o0s
principais agentes de dispersdo dos esporos. A antracnose pode atingir tanto frutas,
quanto folhas, galhos, caules e sementes. Apresentando lesGes redondas marrons
que, com a progressao da doenca tornam-se marrom-escuro ou pretas. A infeccao
pode ocorrer antes da colheita e, com o amadurecimento dos frutos, as lesbes se
espalham no epicarpo e as manchas tornam-se mais escuras e coalescem, podendo
causar rachaduras e apodrecimento total. Em estagios avangcados € possivel observar
a presenca de conidios de cor salmao (LIMA; LIMA, 2015; SOARES et al., 2020).

Devido a gravidade da doenca, em muitos locais ja sdo adotadas medidas
preventivas e técnicas de manejo durante o pré e pés-colheita. Dentre elas pode-se
citar: utilizacdo de refrigeracdo, embalagens com atmosfera modificada,
revestimentos comestiveis, aplicacdo de radiacao ultravioleta e gama, dentre outras
(BALENDRES; BENGOA, 2019; MELO et al., 2020b; NAJAFABADI; ALI; BARZEGAR,
2017).

2.5 QUITOSANA

A quitosana é derivado da desacetilacdo da quitina, que €é segundo
polissacarideo mais abundante na natureza, em primeiro lugar est4 a celulose. A
estrutura da quitina é formada por ligacdes lineares do tipo B-(1-4) de unidades de N-
acetilglicosamina (2-acetamido-2-deoxi-D-glicose), com elevado grau de acetilagéo.
Sua estrutura é semelhante a da celulose, diferindo no radical do carbono dois, onde
na celulose esta uma hidroxila e na quitina um grupo acetamino. A quitina esta
presente no exoesqueleto de artrépodes e insetos, e é o principal polimero estrutural
na parede celular de fungos (AHSAN et al., 2018; CRINI, 2019).

O processo de obtencéo da quitina de crustaceos parte da separacao dela dos
outros componentes da carapaca, num processo quimico de desmineralizacdo e
desproteinizacdo com, por exemplo, solu¢des de acido cloridrico (HCI) e hidréxido de
sédio (NaOH), seguida dos processos de desodorizagdo e descoloragdo com
permanganato de potassio (KMnO4) e acido oxalico (H2C204) (CHANG; CHIN; TSAI,
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2018; FRANCESCHINIS; CASTELLO; GALDI, 2018).

O principal derivado desacetilagéo alcalina da quitina € o aminopolissacarideo
quitosana (Figura 1). A quitosana € composta por unidades de N-acetil-D-glicosamina
conectadas por ligagdes do tipo B-(1—4), pequenas quantidades podem ser
encontradas na parede celular de fungos (ordem Mucorales, classe Zygomycetes), no
entanto, sua obtencdo € majoritariamente por remoc¢ao parcial de grupos acetamidas
das moléculas de quitina, onde ions acetato e um grupo —NH2 sé&o produzidos por
hidrolise do grupo acetamida (YADAV et al., 2019).

Quando a desacetilacao ultrapassa 50% suas moléculas sdo entdo chamadas
de quitosana e ndo mais quitina. Tonam-se sollveis em solu¢cdes de acidos
inorganicos e pode ser diluida em &cidos organicos com pH inferior a 6, sendo
insolivel em &gua, acidos concentrados, acetona, alcool e alcalis (EL KNIDRI et al.,
2018). O grau de desacetilacdo influencia diretamente suas propriedades quimicas
(flexibilidade, condutividade, porosidade, solubilidade, area superficial, viscosidade e
resisténcia a tracdo) e biolégicas (biodisponibilidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, antioxidante e intensificador da adsor¢édo), dependendo das
condi¢cOes do processo (YADAV et al., 2019).

Figura 1 - Desacetilagdo da quitina para obtencdo de quitosana.

Quitins

Desacetilacio

Quitosana

Fonte: Adaptado de Yadav et al., 2019.

Devido sua baixa toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixo
custo, capacidade de formacao de gel e microesferas, a quitosana e seus derivados
tém sido utilizados em diversos setores industriais, como o ramo farmacéutico,
cosmeético, téxtil, alimentar e agricola. No setor alimentar, a quitosana tem sido

utilizada como embalagem biodegradavel e comestivel para queijos e frutas,
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fungicida, tratamento de &gua, defensivo agricola, adubo, bactericida e outras (EL
KNIDRI et al., 2018; KUMAR et al., 2019; MUJTABA et al., 2018; YADAV et al., 2019).

A utilizacdo da quitosana e seus derivados como substitutos de sanitizantes
quimicos € de interesse de diversos setores, uma vez que se pode obter esse produto
com a utilizacdo de rejeitos que seriam descartados no meio ambiente, como cascas
de camardo, caranguejo e lagosta para sintese da quitosana de crustaceos, e
milhocina, manipueira, cascas de mamado, entre outros para quitosana
microbioldgica/fungica. Atendendo um mercado que demanda uma economia de base
biolégica e sustentavel (BERGER et al., 2018; FORTUNATI et al., 2017; SILVA et al.,
2018; SILVA et al., 2016).

No entanto, a quantidade de produtos quimicos, efluentes toxicos resultantes,
tempo necessario para a extracdo, variabilidade e pureza da quitosana extraida de
residuos de crustaceos, exigiu 0 uso de meios alternativos de producao de quitosana,
seja pela troca para quitosana fangica ou por meios modernos de extracdo. Tém
obtido destaque nas ultimas décadas pesquisas e produtos que utilizam a quitosana
de origem fangica/microbioldgica, uma vez que a extracdo da quitosana é mais
simples, rapida e menos onerosa ao meio ambiente que o método utilizado para
extracdo da quitosana de crustaceos. Tonando os fungos uma alternativa viavel e
promissora para obtencéo de quitosana (SEBASTIAN; ROUISSI; BRAR, 2020).

A utilizacdo de um método bioldgico (também chamada de quimica verde) para
extracdo de quitosana utilizando enzimas e/ou microrganismos € visto como mais
eficaz e ecolégico do que os métodos que utilizam produtos quimicos. Enzimas como
tripsina e alcalase sao utilizadas na desproteinizagcdo, seguida da desmineralizacao
com &acido latico. Microrganismos como Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus sp.,
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis e Bacillus cereus, também podem ser utilizados
na desproteinizagéo e desmineralizacdo com graus variaveis de resultados, de 60% a
95% e 70% a 95%, respectivamente (SEBASTIAN; ROUISSI; BRAR, 2020).

Além de todos esses fatores relacionados a producdo da quitosana, tem-se
ainda o potencial alergénico, uma vez que a quitosana de crustaceos nao € indicada
para aplicacdo geral em alimentos (como filme de revestimento, por exemplo) uma
vez que residuos de proteinas podem estar presentes na quitosana e o consumo do
alimento ndo sera recomendado. Assim sendo, a quitosana de origem fungica torna-
se mais indicada, uma vez que ndo possui tais derivados protéicos com potencial
alergénico (COIMBRA et al., 2023; SEBASTIAN; ROUISSI; BRAR, 2020).
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O uso da quitosana pode ser ampliado com modificacbes quimicas em sua
estrutura, uma vez que apresenta grupos hidroxilas e aminos disponiveis para
reacoes, como hidroxilacéo, esterificacao, carboxilacéo, alquilacao e acilacdo. Nesse
processo altera-se a estrutura da quitosana formando seus derivados que, em geral,
possuem melhor solubilidade, além de propriedades bioldgicas e fisico-quimicas
aprimoradas. Dentre os derivados da quitosana pode-se citar o carboximetil quitosana,
quitosana N-alquilada, quitosana N-succinilada, quitosana sulfatada, hidroxietil-
quitosana, quitosana na forma neutra e cloridrato de quitosana (GE et al., 2018; SILVA
et al., 2018; ZHAO et al., 2018).

Devido a baixa solubilidade da quitosana em meio neutro, estratégias para
reducdo do peso molecular sédo utilizadas para aumentar a solubilidade da mesma,
por métodos enzimaticos, fisicos e quimicos. A formacao de sais em meio acido com
0 grupo amino da quitosana também melhora a solubilidade aquosa deste polimero
(MINH et al., 2019).

O cloridrato de quitosana é um derivado fracamente sollvel em agua, com
carga superficial positiva, com grau de desacetilacdo entre 70-95% e teor de cloretos
entre 10-20%, que pode ser utilizada para elaboracdo de nanoparticulas por
gelificacdo idnica (GE et al.,, 2018; YAN et al., 2018). Esse derivado mantém as
propriedades bioldgicas da quitosana, apresentando vantagem da ndo necessidade
de utilizacdo de solucbes acidas para sua dissolucdo. Fato de importancia quando o
objetivo é utilizd-lo como embalagem comestivel, uma vez que a presenca do acido
pode deixar sabor e odor residual, alterando as caracteristicas organolépticas do
alimento (FORTUNATI et al., 2017; MELO et al., 2018).

Em estudo realizado por Seyfarth et al., (2008), foi observado que o cloridrato
de quitosana tanto de baixo quanto de alto pelo molecular foram efetivos em inibir o
crescimento in vitro de Candida albicans, C. krusei e C. glabrata. No entanto, os
autores relatam uma atividade antimicrobiana dependente da concentracéo, e que
guanto menor o peso molecular, menor a atividade antimicrobiana.

O cloridrato de gquitosana foi testado como conservante no pds-colheita de kiwis
e alface romana. O filme formado por esse derivado da quitosana se apresentou fino
e bem distribuido nos alimentos. Testes de atividade antimicrobiana in vitro e in vivo
foram realizados com B. cinerea e demonstraram o retardo e/ou inibicdo do
desenvolvimento desse fungo em ambos experimentos a uma concentracéo de 0,1%

prolongando a vida de prateleira dos kiwis e alface romana (FORTUNATI et al., 2017).
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As formas de utilizacdo da quitosana e seus derivados em alimentos ja estao
sendo testadas para além do pos-colheita. Em estudo realizado por He et al. (2018)
foi testada a pulverizacdo de oligossacarideos de quitosana (derivado da hidrélise da
quitosana) durante o cultivo de morangos. Foi observado que os frutos tratados com
esse derivado da quitosana apresentaram resultados positivos em relagdo a
viscosidade, firmeza, lignina, vitamina C, atividade antioxidante e fenol total. Além de
estender a vida de prateleira dos morangos. O estudo conclui que esses
oligossacarideos de quitosana podem substituir os defensivos agricolas tradicionais,
uma vez que sdo atdxicos e se apresentam com base numa  economia
ecoldgica/sustentavel.

Embora as aplicacdes da quitosana e seus derivados em diversos setores ja
estejam bem fundamentadas, pesquisas com esse biopolimero estdo sendo
intensificadas em busca de novas funcionalidades, principalmente em dimensodes
nano. Este interesse tem por base o conceito de que ao reduzir o tamanho da particula
(nano), o produto apresentard novas caracteristicas e, consequentemente, novas
aplicacdes (DIVYA; JISHA, 2018).

2.6 NANOTECNOLOGIA

A sintese de nanoparticulas é de grande interesse de varios setores, devido
propriedades incomuns de ordem Optica, fotoeletroquimica, eletrbnica e quimica.
Diversos processos quimicos, fisicos e bioldégicos podem ser utilizados na elaboracéo
de nanoparticulas das mais variadas origens. Essas particulas apresentam
funcionalidades unicas, diferindo do material que Ihe deu origem. A classificacdo do
tamanho das particulas ainda precisa ser melhor estabelecida, autores consideram
nanoparticulas aquelas com dimensdes entre 1 e 100 nm (nanémetros), outros
aceitam até escala de 1000 nm (DIVYA; JISHA, 2018; HE et al., 2017; PAGELS,;
PRUD'HOMME, 2015; ZAKI et al., 2015).

No estudo da nanotecnologia existe um segmento que merece destaque, a area
de nanobiotecnologia, que esta voltada para compreensao de atividades biologicas e
fisico-quimicas de biomoléculas, fazendo a ligacdo entre ciéncias biologicas e de
materiais (FARIA-TISCHER; TISCHER, 2012). Dentro desta area pode-se citar a
utilizacdo da quitosana na elaboracdo de nanoparticulas, que podem ser utilizadas

com as mais variadas funcdes em pesquisas do setor de alimentos, medicina,
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cosmeéticos, farmacéutico e outros (JAIN; KUMAR; DUTTA, 2015; MELO et al., 2018;
YEMISC et al., 2018).

A area superficial por unidade de massa dessas nanoparticulas € muito maior
se comparada as estruturas na dimensdo macro, fazendo com que estejam mais
disponiveis para interagir com outras moléculas, sistemas, células, etc. No entanto,
devido a essas mesmas propriedades, as nanoparticulas podem interagir com
componentes celulares e subcelulares, apresentando consequéncias danosas, como
estresse oxidativo e respostas inflamatorias, e possiveis quadros toxicos (JAIN;
MEHRA; JAIN, 2015).

O potencial das nanoparticulas depende do tipo de material, sua concentracao,
tamanho, formato das particulas e do local onde sera utilizada. Essas particulas
podem ser elaboradas com o objetivo de o proprio material ser utilizado em alguma
aplicacdo especifica (ex.: nanoparticulas de quitosana), como também para proteger
algum outro material (ex.: farmacos, peptideos, Oleos essenciais) (AMINABHAVI;
DHARUPANEEDI; MORE, 2017; MELO et al., 2018; SOTELO-BOYAS et al., 2017;
YEMISC et al., 2018; ZAKI et al., 2015).

2.6.1 Nanotecnologia aplicada a quitosana

O uso da quitosana para elaboracao de nanoparticulas é largamente estudado
e existem metodologias diversas para elaboracdo dessas nanoparticulas. Dentre
essas metodologias pode-se citar: gelificacdo idnica, difusdo de solvente de
emulsificacdo, microemulsdo, micela reversa e complexo polieletrolitico. Com
destaque para a gelificacéo idnica por dispensar a utilizacéo de solventes organicos e
surfactantes (AHSAN et al., 2018; DIVYA; JISHA, 2018).

A gelificacao idnica € comumente utilizada na elaborag&o de nanoparticulas de
quitosana devido a sua simplicidade. Descrita pela primeira vez em 1997 por Calvo e
colaboradores, tem por base que, apos a dissolugdo da quitosana em solugéo &cida,
se adiciona o agente reticulante sob agitacdo constante a temperatura ambiente. O
tamanho, formato e carga superficial dessas particulas pode ser alterado/otimizado
com modificagBes no tipo de quitosana, concentracdo da solucéo acida utilizada na
diluicdo da quitosana, temperatura, velocidade de agitacéo, tipo e concentragcéo do
agente reticulante (DIVYA; JISHA, 2018; KASHYAP; XIANG; HEIDEN, 2015; ZAKI et
al., 2015).
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Essa técnica consiste na interacdo eletrostatica do grupo amina da quitosana
com um grupo de carga negativa, como o tripolifosfato de sdédio (TPP), que ao entrar
em contato com a quitosana causa sua gelificacdo i6nica formando particulas
esféricas que precipitam. Sugere-se que todos os grupos iénicos do TPP interagem
com 0s grupamentos amina da quitosana. O pareamento de ions entre TPP(-) e
quitosana(+) proporcionam as nanoparticulas de quitosana um carater anfotérico, ou
seja, capaz de reagir com caracteristica acida ou basica. As nanoparticulas formadas
por esse método sdo consideradas estaveis, atoxicas e com alta carga superficial
positiva (KASHYAP; XIANG; HEIDEN, 2015).

Das vantagens dessa técnica pode-se citar que o TPP é considerado um
agente atoxico e o mais utilizado, e que a reacdo para formacdo das nanoparticulas
ocorre em meio aquoso, dispensando o uso de solventes organicos toxicos, como o
glutaraldeido, possibilitando a utilizacdo das nanoparticulas de quitosana em
alimentos. Além de permitir a elaboracdo de particulas reproduziveis em escala
nanomeétrica e semelhantes em distribuicAdo de tamanho (BUGNICOURT;
LADAVIERE, 2016).

Em trabalho realizado por Melo et al. (2018), os autores elaboraram
nanoparticulas de quitosana com a técnica de gelificacdo idnica e as utilizaram como
cobertura comestivel em uvas de mesa. As nanoparticulas elaboradas retardaram o
amadurecimento das uvas, com melhor manutencéo dos atributos acidez, umidade e
sélidos soluveis. Apresentaram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp. e
Escherichia coli. Além de néo influenciarem negativamente no aspecto sensorial geral
das uvas. Os autores concluem gue a utilizacado dessas nanoparticulas se apresenta

como uma alternativa promissora na conservacao de uvas de mesa no pos-colheita.



31

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir coberturas comestiveis a base de gel de cloridrato de quitosana e
nanoparticulas de cloridrato de quitosana fungica para controle de infec¢des fungicas
pés-colheita de uva de mesa (Vitis labrusca L.).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a obtencdo e caracterizar as nanoparticulas de cloridrato de
quitosana fungica;

e Caracterizar as coberturas comestiveis de quitosana na forma de gel, da
nanoparticula de cloridrato de quitosana, e da associa¢do do gel com nanoparticulas
de cloridrato de quitosana;

e Determinar a biocompatibilidade e toxicidade das coberturas comestiveis
obtidas;

e Determinar a acéo antioxidante e antimicrobiana das coberturas comestiveis;

e Verificar as alteracfes promovidas pelas coberturas comestiveis obtidas no
crescimento miceliar, e na ultraestrutura de fungos fitopatogenicos;

¢ Verificar o efeito protetor e curativo das coberturas comestiveis obtidas frente

a fungos fitopatogenos, tendo como fruta modelo uva de mesa (Vitis labrusca L.)
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4 HIPOTESE

Quitosana e seus derivados sdo polimeros que formam gel, que podem ser
utilizados para preparo de coberturas comestiveis, devido a sua viscosidade, e a
presenca de grupos aminas protonados e grupos acetil que reagem formando uma
rede polimérica. Cloridrato de quitosana € um derivado hidrossolavel da quitosana
que, além dos grupos aminas protonados, apresenta cloreto que por ser um halogénio
atua amplificando a ac&o antimicrobiana e antioxidante do cloridrato de quitosana. Na
forma de nanoparticulas o cloridrato de quitosana apresenta maior area superficial, o
que confere melhor interacdo com a parede celular microbiana e a permite a
penetracdo no interior de citoplasmas possibiitando alteracdo na sintese protéica ou
inibicdo enziméatica. Assim, tais moléculas influenciardo no crescimento de fungos e
ocasionardo alteracGes estruturais a nivel de micélio, hifas e esporos. Devido ao
amplo espectro de acédo da quitosana e do cloridrato de quitosana, as coberturas
comestiveis obtidas apresentardo acdo protetora e curativa em uvas de mesas

infectadas por fungos fitopatégenos.
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5 MATERIAIS E METODOS

As uvas (V. labrusca L.) foram adquiridas no Centro de Abastecimento e
Logistica de Pernambuco (CEASA/PE) e selecionadas de acordo com o tamanho, cor,
auséncia de infec¢des visiveis e danos mecanicos.

A quitosana fungica de baixo peso molar, extraida da biomassa de Aspergillus
niger ndo geneticamente modificado, e ndo produtor de micotoxina, foi adquirida da
empresa ChiBio Biotech Co.,Ltd (Qingdao, China). Todas as demais substancias
foram adquiridas de fontes comerciais.

As cepas dos fungos fitopatogénicos (Rhizopus stolonifer URM 3728 e
Aspergillus niger URM 7282) utilizadas nos testes antimicrobianos pertencem a
colecdo de cultura da micoteca da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
centro de Ciéncias Biologicas. A cepa do fungo Colletotrichum siamense (CMM 4077)
foi obtida da Colegéo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Profa. Maria Menezes”
(Universidade Federal Rural de Pernambuco). As cepas fungicas foram mantidas em

meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA) e estocadas sob refrigeracéo (5°C).

5.1 PREPARO E CARACTERIZACAO DO CLORIDRATO DE QUITOSANA E DAS
NANOPARTICULAS DE CLORIDRATO DE QUITOSANA

O cloridrato de quitosana foi obtido por dissolucdo de 1,0 g de quitosana
microbiologica de baixo peso molar em 100 mL de acido acético 1 %, e colocado sob
agitacdo continua durante 18 hs. Apds este periodo a solucdo obtida foi filtrada a
vacuo em papel de filtro da VETEC com porosidade de 0.45 um. Em seguida realizou-
se didlise em membrana de celofane com limite de exclusdo de 12.000-14.000 Dalton
por dois periodos consecutivos de 36 hs. O primeiro periodo, contra solugdo aquosa
de NaCl 0,2mol/L e o segundo, contra agua deionizada, seguindo a metodologia
proposta por Signini e Campana Filho (1998). Logo apés, esse gel de cloridrato de
quitosana foi submetido a liofilizagdo e armazenado para posteriores analises.

O cloridrato de quitosana liofilizado, foi entdo submetido ao processo de
formacdo das nanoparticulas. Conforme a tabela 1, foram avaliadas diversas
concentracdes e proporgdes entre o cloridrato de quitosana e o TPP para formacéao
das nanoparticulas de cloridrato de quitosana. O pH também foi uma variavel

considerada durante o preparo. Estabelecendo alguns valores para teste e obtencao
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das melhores formulagbes, das quais algumas foram avaliadas em equipamento
Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK).

Tabela 1 - Composi¢céo das formulacdes para elaboracdo das nanoparticulas do cloridrato de
guitosana microbiologica por gelatinizacdo ionotrdpica, tendo como variantes pH, percentual de

TPP, de cloridrato de quitosana e da propor¢éo entre cloridrato de quitosana e o TPP.

Parametro Niveis

pH 4 4,5 5
TPP % 0,1 0,5

CQ% 1 1,5

CQ:TPP 11 2:1 3:1

O cloridrato de quitosana liofilizado foi suspenso em agua Milli-Q, colocado sob
agitacdo magnética em temperatura ambiente, e entdo, com auxilio de uma bomba
peristaltica (Atlas Syringe Pump), o TPP foi gotejado, a uma velocidade de 0,3mL/min,
para formacdo das nanoparticulas, permanecendo sob agitacdo por 60min para
estabilizacdo das nanoparticulas, segundo metodologia adaptada (MELO et al.,
2020a). Foi selecionada para analises subsequentes a formulacdo de nanoparticulas
de cloridrato de quitosana que apresentou um potencial zeta 230mV, PDI < 0.5 e o
menor tamanho.

Para caracterizacdo do cloridrato de quitosana foram realizadas analises de
espectroscopia na regido do infravermelho em um A estabilidade térmica foi avaliada
pelas andlises termogravimétricas (TGA) em um analisador térmico TGA Q500 V20.13
e por Calorimetria Diferencial de Varredura (Differential Scanning Calorimetry - DSC)
utilizando o equipamento um DSC Q20, segundo metodologia proposta por Hadidi et
al., (2020).

As nanoparticulas de cloridrato de quitosana obtidas foram caracterizadas por
analise do tamanho médio das particulas por espalhamento dinadmico de luz (Dynamic
light scattering - DLS), Potencial Zeta e indice de polidispersdo (PDI) usando o
Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK), Espectroscopia na regiao do infravermelho em um
espectrofotometro BRUKER Mod. IFS 66. Aléem das analises de perfil térmico TGA e
DSC.


https://www.netzsch-thermal-analysis.com/br/landing-pages/calorimetro-diferencial-de-varredura-dsc-analise-termica-diferencial-dta/
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5.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO CLORIDRATO DE
QUITOSANA E DAS NANOPARTICULAS DE CLORIDRATO DE QUITOSANA

A atividade antioxidante do cloridrato de quitosana e das nanoparticulas
cloridrato de quitosana-TPP (NPCI) foi determinada por trés métodos, DPPH, ABTS e
FRAP. Anteriormente a execucao dos procedimentos, o cloridrato de quitosana, bem
como as nanoparticulas foram diluidos/suspendidas em agua destilada estéril, ambos

a 10mg/mL, tendo seus pH ajustados para 6,0 com hidréxido de sodio 1%.

5.2.1Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade de sequestro do radical DPPH foi analisada segundo Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995). Uma aliquota de 100 uL das substancias teste foi
adicionada a 3,9 mL da solugdo metandlica de DPPH 60 ymol/L e mantida protegida
da luz por 30 minutos. A absorbancia (Abs) foi medida em espectrofotémetro UV/Vis
(Agilent, Varian® 50 Bio), a 515 nm. Os valores de absorbancia obtidos foram

convertidos em percentual de inibicdo do radical DPPH.

5.2.2 Método ABTS (2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

A capacidade de captura do radical 2,2"-azino-bis (3-etilbenzenotiazolina- 6-
sulfénico) (ABTS) foi avaliada segundo Granato; Nunes (2017). Inicialmente, foi
preparada uma solucdo de ABTS 7mM, a qual foi adicionada uma solucdo de
persulfato de potassio a 2,45 mM. A mistura foi mantida a temperatura ambiente e na
auséncia de luz por 16 horas, para formacéo do radical ABTS. No momento da analise,
essa solucéo foi diluida em etanol, tendo sua absorbancia medida a 734 nm. Uma
aliquota de 30 uL de cada substancia teste foi adicionada a 3 mL da solugcao ABTS.
Apés 6 minutos de incubacdo no escuro, as absorbancias das amostras foram
analisadas. Uma curva padrao foi plotada a partir de diferentes concentragbes de
Trolox (2-200 pmol.L-1) e os resultados foram expressos em pmol de equivalente de

Trolox por g de substancia teste (umol TE.g-1).
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5.2.3 Poder antioxidante de reducao do ferro (FRAP)

Determinou-se o0 potencial antioxidante total das amostras testes através do
poder de reducao do ferro (FRAP), de acordo com o método apresentado por Granato;
Nunes (2017). 90 pL de cada amostra teste foi adicionada a 270 pL de agua destilada
e 2,7 mL do reagente FRAP, sob o abrigo de luz. Apdés homogeneizacdo, as amostras
foram incubadas em banho maria a 37°C por 30 minutos, seguida de analise a 595
nm. Uma curva padrao foi plotada a partir da mistura de 90 uL de solugao de sulfato
ferroso (0-2000 uM), 270 uL de agua destilada e 2,7 mL de reagente FRAP. Os
resultados foram expressos em pmol de sulfato ferroso por grama de o6leo (umol
FeS04.g-1).

5.3 DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE PELO METODO DE MTT

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (SANTOS, et al.,, 2012). As linhagens
celulares HCT116 (Carcinoma colorretal humano), HL-60 (Leucemia promielocitica
humana), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humana), L929 (fibroblasto de
camundongos) e RAW 264.7 (macrofagos de camundongos) foram mantidas em meio
de cultura contendo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) e RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de solucao de antibiético (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em
estufa a 37°C em atmosfera umida enriquecida com 5% de COs..

As células HCT116, MCF-7, L929 e RAW 264.7 (10° células/mL) e HL-60 (3 x
10° células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24h. Ap6s
esse periodo, 10uL das solugdes foram adicionados aos pogos na concentragao final
de 50ug/mL para o gel (10mg/mL) pH 6,4, nanoparticulas (10mg/mL) pH 7,4 e gel +
nanoparticulas (10mg/mL) pH 7,4. O farmaco doxorrubicina (10ug/mL) foi utilizado
como padrao. Ap6s 72h de reincubacgao foi adicionado 25 yL de MTT (5mg/mL) e
depois de 3h de incubacao, o meio de cultura com o MTT foram aspirados e 100uL de
DMSO foi adicionado a cada poco. A absorbancia foi medida em um leitor de
microplacas no comprimento de onda de 560nm.

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e o percentual de inibic&o

foi calculada no programa GraphPad Prism 7.0 demo. A avaliacdo da citotoxidade foi
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feita de acordo com a escala proposta por Rodrigues et al. (2014): 95 - 100% de
inibicéo celular — citotdxica; 70 - 90% de inibi¢cdo celular - citotoxicidade moderada e

< 50% de inibicdo celular — sem citotoxicidade.

5.4 DETERMINACAO DO POTENCIAL DE IRRITACAO PELO METODO HET-CAM

O potencial de irritacdo foi realizado através do teste da membrana
corioalantdide do ovo de galinha fecundado — HET-CAM para as substancias testes
(quitosana fungica, quitosana de camarao, cloridrato de quitosana, quitosana-frutose-
reacdo de Maillard, éleo da semente de maracuja, nanoparticulas de quitosana-goma
arabica e de cloridrato de quitosana goma arabica, com e sem encapsulacao do 6leo
da semente de maracuja). As substancias de controle negativo e positivo foram
solucdo salina 0,9% e lauril sulfato de sodio 1%, respectivamente. O potencial de
irritacdo (PI) foi determinado pela observacdo da membrana corioalantéide, durante 5
minutos (300 segundos) de ocorréncia de efeitos irritantes (hemorragia, coagulacao e

vasoconstriccdo) (Equacéo).

(301— hemorrhage)s n (301—vasoconstriction)7 n (301—-coagulation)9
300 300 300

Pl= Equacéo
Apbs quantificacdo, as amostras foram classificadas como: nao irritante (0-0,9);
ligeiramente irritante (1-4,7); irritagdo moderada (5- 8,9); irritagcéo grave/severa (9-21).

Todas as substancias foram aplicadas cinco vezes (FREIRE et al., 2015).
5.5 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para determinar as concentracdes inibitdrias minimas (CIM) das substancias
estudadas frente aos fungos testes (A. Niger, R. stolonifer e C. siamense) utilizou-se
a técnica da macrodiluicdo. Inicialmente, os fungos foram cultivados em meio agar
batata dextrose (Potato Dextrose Agar - PDA) (Kasvi, Brasil) a 25°C + 3°C por 7 dias

para suficiente esporulacdo. Os esporos fungicos foram coletados por swab e

~ . £ . , . . 7
suspensos em solucéo salina 0,9% estéril. O numero de esporos foi padronizado a 10
esporos/mL apds contagem em hematocitdbmetro. Tubos de ensaio contendo 2mL de
caldo Sabouraud estéril (Kasvi, Brasil) foram adicionados de 2,5mL das solucdes das

substéancias teste em diferentes concentracdes (0,0 a 12mg/mL), e entdo, 0,5mL dos
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esporos fangicos foi inoculado, para obtencdo de uma concentracdo final de 10°
esporos/mL em 5mL (volume final). Os tubos foram incubados a 25°C * 3°C por 7 dias
ou até o crescimento visivel do tubo controle (sem a substancia teste). A CIM foi
considerada como sendo a menor concentracao da substancia teste capaz de inibir o

crescimento fangico visivel (MELO et al., 2020b).

5.6 EFEITO DAS SUBSTANCIAS TESTES SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL
FUNGICO

A inibicdo do crescimento micelial radial foi determinada pela técnica do
envenenamento do substrato de crescimento (diluicio em meio sélido). Foram
utilizadas as concentracdes das substancias testes na CIM/2, CIM e 2xCIM, frente aos
fungos fitopatogénicos. Para realizacdo da analise, um disco de 3 mm contendo
micélios de cada isolado fungico foi retirado de uma colénia com sete dias de cultivo
em Agar Batata Dextrose (ABD) a 25 °C, e foi colocada no centro de uma placa de
Petri com ABD adicionado das substancias testes em diferentes concentracdes
(CIM/2, CIM, e 2xCIM) e incubada a 25 °C. Sistemas contendo ABD sem adicdo de
substancia teste foram testados similarmente como controles.

Os valores do ICM% das substancias testes (cloridrato de quitosana, nanoparticulas
de cloridrato de quitosana-TPP, e a juncdo de ambos), nas concentracdes CIM/2, CIM, e

2XCIM, estao presentes na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo das substancias testes utilizadas para obtencéo das coberturas comestiveis,
com suas respectivas concentragdes, com base na concentracdo inibitdria minima (CIM) em mg/mL:
metade (CIM/2), CIM, e dobro (2xCIM), a serem avaliadas na inibicdo do crescimento micelial de fungos
fitopatogénicos. Substancias testes: gel de cloridrato de quitosana (GCQ), nanoparticulas de cloridrato
de quitosana-TPP (NPCQ), e a juncdo de ambas substancias (GCQ+NPCQ).

Substéancias testes Fungos fitopatogénicos
C.siamense R. stolonifer A. niger

GCQ CIM/2 4,0 3,0 4,0

CIM 8,0 6,0 8,0

2xCIM  12* 12 12*
NPCQ CIM/2 2,0 1,5 2,0

CIM 4,0 3,0 4,0

2xCIM 8,0 6,0 8,0
QCI+NPCQ CIM/2 2,0 3,0 3,0

CIM 4,0 6,0 6,0

2xCIM 2,0 3,0 3,0
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O crescimento micelial radial foi medido diariamente até que a placa contendo
0 controle negativo estivesse completamente coberta de micélios. O diametro de
crescimento micelial radial (mm) de cada cepa foi aferido em duas direcbes
perpendiculares para obtencéo do diametro médio da coldnia. O percentual de inibi¢cdo
do crescimento micelial (ICM%) foi calculado utilizando a Equacéo, onde C é o
didmetro da colbnia no ensaio controle e T é o diametro da col6nia crescido em ABD

suplementado com substancia teste (OLIVEIRA et al., 2017).
ICM% = [(C-T) / C] x 100 Equacao

5.7 INFLUENCIA DAS SUBSTANCIAS TESTE SOBRE A GERMINACAO DOS
ESPOROS FUNGICOS

Aliguotas de 0,1mL de cada solucdo contendo diferentes concentracfes das

substancias teste (gel, nanoparticulas e gel+nanoparticulas) foram misturadas com

0,1ml da suspenséo de esporos fungicos (106 esporos/mL) obtidos de cultura com 10
dias de crescimento em agar Sabouraud a 25°C 3. Entdo, 0,1mL do sistema foi
disposto no centro de laminas de vidro estéreis e posteriormente incubadas em
camara Umida a 25-28°C por 24 horas. Apés esse periodo, cada lamina foi fixada com
o corante azul lactofenol e a andlise da germinacdo dos esporos foi realizada pela
observacéo através de microscopio optico (OLIVEIRA et al., 2014).

A capacidade das substancias teste em inibir a germinacdo dos esporos
fungicos foi definida comparando o numero de esporos germinados no ensaio controle

e nNos ensaios na presenca das substancias teste (OLIVEIRA et al., 2014).
5.8 EFEITO DAS SUBSTANCIAS TESTE SOBRE A MORFOLOGIA FUNGICA

Os fungos fitopagénicos A. niger, R. stolonifer e C. siamense foram expostos as
substancias teste para se verificar a influéncia das mesmas sobre a morfologia e
ultraestrutura fangica, avaliadas por microscopia eletronica de varredura, segundo o
proposto por Battistelli et al. (2005) e Tyagi e Malik (2010)

Inicialmente, o indculo fungico foi padronizado em agua destilada estéril por
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hemocitometro (10® esporos/mL), inoculado em caldo Sabouraud e depois
separadamente foram acrescidas a solucao teste em concentragdes sub-inibitrias
para cada fungo (CIM/2). As cepas fungicas foram incubadas a 28°C por 72 horas.
Para preparo do controle, o procedimento foi 0 mesmo, contudo sem a presenca de
substéancia teste, sendo o fungo apenas crescido no meio de cultura.

Em seguida, fragmentos dos micélios foram coletados e lavados com solugdo
salina (pH 7,2) por 3 vezes, 10 minutos cada e fixados com glutaraldeido 2,5% com
verde malaquita 0,05% em tampé&o fosfato 0,1M por 1 hora a 28 °C. Apoés a fixacao,
as amostras foram novamente lavadas com tampé&o fosfato 0,1M por 10 minutos. As
amostras foram entéo gradativamente desidratadas em etanol nas concentracdes de
50%, 70% e 90% (5 minutos cada) e na concentracdo de 100% por 3 vezes de 10
minutos. Em sequéncia, as amostras foram imersas em hexametildisilazine (HDMS)
100% por 5 minutos para secagem. Por fim, as amostras foram mantidas em
dessecador por 24 horas e em seguida foram montadas em suportes de aluminio,
metalizadas com ouro (espessura de 10nm) e observadas ao Microscépio Eletronico
de Varredura JEOL JSM-5600 LV (Téquio, Japao) operando a 18kV (MELO et al.,
2020b; MENG et al., 2020)..

5.9 PREPARO DAS COBERTURAS COMESTIVEIS

Os frutos receberam trés tratamentos distintos: gel de cloridato de quitosana,
nanoparticulas de cloridrato de quitosana solubilizadas em glicerol e gel de quitosana
enriquecido com nanoparticulas de cloridrato de quitosana. O gel de cloridrato de
quitosana e as nanoparticulas de cloridrato de quitosana foram utilizados nas suas
respectivas CIM determinadas pela atividade antimicrobiana, segundo metodologia
adaptada de Oliveira et al. (2014).

As nanoparticulas de cloridrato de quitosana foram suspensas em agua
destilada contendo 0,5% (v/v) de glicerol como agente plastificante aumentando a
forca e a flexibilidade da solucao de revestimento. J& as nanoparticulas adicionadas
ao gel de cloridato de quitosana foram diluidas no préprio gel. As diluicdes realizadas
por agitacdo magnética a temperatura ambiente para completa dispersdo das

substancias.
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5.10 ATIVIDADE DAS SUBSTANCIAS TESTE SOBRE O CRESCIMENTO
FUNGICO NAS UVAS

As uvas foram higienizadas com hipoclorito de sddio (1% v/v) por 15 minutos,
lavadas com agua potavel e deixadas para secar por 2 horas. Deste ponto foram
realizados dois tratamentos: um com foco preventivo, onde as frutas foram revestidas
com as coberturas teste antes de serem submetidas a infeccdo com os esporos
fungicos; e o outro com foco curativo, onde as frutas foram inicialmente expostas aos
fungos para s6 entdo serem revestidas com as coberturas teste. Para cada grupo de

tratamento foram utilizados 20 cachos de uvas (contendo de 6-8 uvas por cacho).
5.10.1 Tratamento preventivo

ApOs higienizacdo, as uvas foram divididas em 5 grupos e imersas nas
solucBes teste: gel de cloridato de quitosana; nanoparticulas de cloridrato de
quitosana; gel de cloridrato de quitosana enriquecido com nanoparticulas de cloridrato
de quitosana, 1 grupo para controle negativo (frutas tratadas com agua destilada
estéril) e 1 grupo para controle positivo (fruta recoberta por glicerol 1%). Apds este

procedimento, as frutas foram secas em filtros de nylon para retirar 0 excesso de

liquido. Em seguida, imersas em 500 mL da solu¢cdo do inéculo fungico (106
esporos/mL) sob agitacdo, onde permaneceram por 1 minuto. A infec¢do fungica
causada nas uvas foi realizada separadamente para cada espécie (A. Niger, R.
Stolonifer e C. siamense) e novamente foram colocadas para secar em filtros de nylon.
Cada um dos 5 grupos foi dividido em 2 (totalizando 10 grupos) e acondicionados em
recipientes estéreis com tampa, de modo que 5 subgrupos armazenados a
temperatura ambiente (25°C +3) por 12 dias, enquanto os outros 5 subgrupos
armazenados em refrigeragdo 6°C por 30 dias. As frutas foram examinadas pelos
sinais observaveis de infeccéo fungica e os resultados expressos em percentual de
fruta infectada seguindo os intervalos de tempo pré-definidos, segundo metodologia
adaptada de Guerra et al. (2016).
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5.10.2 Tratamento curativo

Logo apoés higienizacdo e secagem, as uvas foram imersas em 500 mL da

solucéo do inéculo fungico (106 esporos/mL) sob agitacdo, onde permaneceram por 1
minuto. A infec¢éo flungica causada nas uvas foi realizada separadamente para cada
espécie (A. niger, R. stolonifer e C. siamense). Em seguida, as frutas foram divididas
em 5 grupos, imersas nas solucdes contendo as substancias teste (gel de quitosana,
nanoparticulas de cloridrato de quitosana e gel de cloridrato de quitosana enriquecido
com nanoparticulas de cloridrato de quitosana), 1 grupo para controle negativo
(tratados com &gua destilada estéril) e 1 grupo para controle positivo (fruta sera
recoberta por glicerol 1%). Apds este procedimento, seguindo o mesmo esquema do
topico anterior, as frutas foram secas, os 5 grupos divididos em 2 (totalizando 10
grupos) e acondicionadas em recipientes estéreis com tampa, de modo que 5
subgrupos armazenados a temperatura ambiente por 12 dias, enquanto os outros 5
subgrupos armazenados a 12 °C por 30 dias. As frutas foram examinadas pelos sinais
observaveis de infeccéo flungica e os resultados expressos em percentual de fruta
infectada seguindo os intervalos de tempo pré-definidos, segundo metodologia
adaptada de Guerra et al. (2016).

5.11 ANALISES ESTATISTICAS

Os ensaios serdo realizados em triplicata e os resultados expressos como uma
média dos ensaios. As analises estatisticas serdo realizadas utilizando-se testes de
estatistica descritiva ANOVA (média e desvio padréo) e inferencial (teste de Tukey)
para determinacdo de diferencas significantes (p<0,05) entre as médias dos
resultados obtidos. Para o tratamento estatistico, sera utilizado o software Sigma Stat.
2.03.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PREPARO E CARACTERIZACAO DA QUITOSANA, DO CLORIDRATO DE
QUITOSANA E DAS NANOPARTICULAS DE CLORIDRATO DE QUITOSANA

As caracteristicas estruturais da quitosana microbiologica e do cloridrato de
quitosana, assim como das nanoparticulas de cloridrato de quitosana foram
observadas por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho. A técnica de
espectroscopia de infravermelho esta baseada na interacdo entre grupos funcionais
presentes na amostra analisada com radiacfes eletromagnéticas. Ela permite
identificar e classificar vibracbes moleculares (alongamento, flexdo e torcbes das
ligacbes quimicas) caracteristicas desses grupos, fornecendo assim, informacdes
estruturais sobre a amostra (LUCARINI et al., 2019; SANTOS et al., 2021). A partir
dos resultados obtidos foi possivel definir e analisar as bandas que caracterizam a
quitosana, o cloridrato de quitosana, e as nanoparticulas de quitosana e os possiveis
deslocamentos de bandas que indiqguem as interacdes entre o grupo amino do
cloridrato de quitosana e os anions tripolifosfato do TPP, o que pode comprovar a
formacao das nanoparticulas de cloridrato de quitosana.

O espectro obtido para a quitosana microbiologica (Figura 2) apresenta, um
pico largo em 3372 cm-1, na regido correspondente ao estiramento OH. O pico em
2931 cm-1 representa o estiramento C-H alifatico. O pico em 1655 cm-1 corresponde
ao grupo amina C=0 da quitosana. O modo vibracional do estiramento da ligacdo N-
H (amida II) com valor de 3372 cm-1 pode ser observado no espectro da quitosana
fungica. Os valores do grupamento O-H e N-H estéo sobrepostos no espectro. O pico
em 1062 cm-1 representa o estiramento C-O do grupo alcéolico primario (-CH2 — OH)
da quitosana. A deformacéo axial C-N da amida apresenta-se no pico 1424 cm-1.

O espectro do cloridrato de quitosana e suas bandas caracteristicas pode ser
visualizado na Figura 2. Percebe-se uma banda larga em 3417 cm-1 atribuida ao
estiramento OH o qual aparece sobreposto a banda de deformacéo axial N-H da
amina Ill e Il (FORTUNATI et al.,, 2017; GE et al., 2018). O pico em 2935 cm-1
representa o estiramento C-H alifatico e os observados nos comprimentos de onda.
1633 cm-1 e 1557 cm-1 correspondem as bandas das amidas | e ao pico de absorc¢ao
de vibragéo da flexdo NHs* (HAN et al., 2020). Ja a banda evidenciada em 1518 cm-
1 demonstra a presenca do grupo amino (GE et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018, LI
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et al., 2019).

Observando o espectro das nanoparticulas de cloridrato de quitosana-TPP e
comparando com o do cloridrato de quitosana (Figura 2) percebe-se o alargamento
da banda de absorcédo entre 3000 e 3700 cm-1 referente ao aumento das ligacdes de
hidrogénio devido a interacao entre o grupamento amina do cloridrato de quitosana e
os anions tripolifosfato do TPP no processo de geleficacao iGinica (MELO et al., 2020a;
MELO et al., 2020b). Foi observado que esses dois espectros diferem entre si,
mostrando a formac&o das nanoparticulas através da molécula inicial da quitosana.
No espectro do cloridrato de quitosana, o pico 3417 cm-1, que corresponde ao
estiramento O-H, é mais largo e mais plano do que o0 mesmo pico no espectro das
nanoparticulas (3488 cm-1). Esse resultado € semelhante ao encontrado por
Thandapani et al. (2017), Melo, et al. (2018) e Melo, et al. (2020a, 2020b) ao
prepararem nanoparticulas de quitosana-TPP, os autores sugerem que a reducédo das
ligagbes de hidrogénio que ocorre devido a estrutura mais aberta resultante da

interligacdo da quitosana com o TPP para formacédo das nanoparticulas.

Figura 2 - Espectros na regido do infravermelho da quitosana microbiologica (Q), do cloridrato de
quitosana (CQ) e das nanoparticulas de cloridrato de quitosana (NPCI).

Transmitancia (%)
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Durante os experimentos com as diferentes formulacdes para obtencdo das
nanoparticulas de quitosana, foi observado que o pH era o principal fator a influenciar
as caracteristicas das nanoparticulas. As faixas de pH 4,5 e 5 induziram a formacé&o
de coagulos e consequente precipitacdo do cloridrato de quitosana. Assim,
estabeleceu-se o valor de pH 4 para demais experimentos, por ter favorecido a
obtencdo das melhores formulagbes. Assim, apesar do cloridrato de quitosana
dispensar o uso de solucdes acidas, podendo ser diluido em agua, foi inviavel a
producdo de nanoparticulas dentro dos padrdoes desejados em faixas de pH mais
elevado. Isto, justificou a necessidade de trabalhar no pH 4,0. A literatura sugere que
pH acido tende a favorecer a protonacgdo dos grupos NH2 para NHs*da quitosana e de
seus derivados. Quando dissolvido, os grupos amino do gel de cloridrato de quitosana
estao livres para reagir com os grupos fosfato do TPP, formando as nanoparticulas de
cloridrato de quitosana (EL- GHAFFAR et al, 2017; SABARUDIN, 2021;
SATHIYASEELAN et al., 2021).

Na Tabela 3 estdo relatadas as caracteristicas quanto a tamanho das
particulas, potencial zeta, e indice de polidispersao das formulacdes para obtencéo
das nanoparticulas de cloridrato de quitosana pela técnica de gelificacdo idbnica. A
literatura demonstra que nanoparticulas de quitosana de baixo peso molar tendem a
apresentar-se de forma homogénea, com aspecto leitoso, branco opalescente e de
reflexo azulado (efeito de Tyndall), decorrente do movimento browniano das
nanoparticulas (FERNANDEZ-DIAZ; COSTE; MALTA, 2017; SAEED; DMOUR;
TAHA, 2020). As formulagdes que se apresentaram visivelmente inadequadas foram
desconsideradas para as etapas seguintes. Por exemplo, formula¢cdes nas quais se
observou precipitacdo da mistura de gel de cloridrato de quitosana e TPP, indicando
estarem fora do padréao desejado.

Como pode ser observado na Tabela 3, quanto maior a concentracado de
cloridrato de quitosana e TPP, maior o tamanho da particula formada. Assim, com
base nos resultados prévios obtidos, o ensaio 5 foi escolhido para dar sequéncia ao
desenvolvimento do estudo, por apresentar o menor tamanho (450,97 nm), potencial
zet acima de +30, e indice de polidispersdo abaixo de 0,5.

Dentre as principais informacdes necessarias para conhecermos um material
em escala hanométrica, o tamanho médio da particula € uma delas. Uma vez que é o
tamanho nanométrico que fornece uma maior area superficial e propriedades que nao

estdo presentes no material de origem em escala macro. A técnica de espalhamento
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dindmico de luz (DLS) serve para medir o espalhamento de luz baseado no movimento
aleatorio das particulas, devido a colisdo com as moléculas do solvente (movimento
browniano). Assim, apenas particulas suspensas em liquido podem ser
caracterizadas. As particulas maiores possuem movimento mais lento que as menores
no mesmo solvente e temperatura. A técnica DLS pode ser usada para a
caracterizacdo da distribuicdo do diametro hidrodindmico da particula usando a
equacdao de Stokes-Einstein (TOSI et al., 2020).

Tabela 3 - Determinacdo dos melhores parametros das variaveis dependentes, percentual de cloridrato de
guitosana, de TPP e a proporc¢ao entre cloridrato de quitosana e TPP, para obtenc&o de nanoparticulas de
cloridrato de quitosana com melhores caracteristicas de tamanho (DLS), potencial zeta (PZ), indice de

polidisperséo (PDI).

Ensaio Variavel Resultado
GCQ% TPP% CQ:TPP DLS (nm) +DP  PDI + DP PZ (mV) + DP

1 2 1 2:1 1159,33 (44,99) 0,77 (0,18) 51,13 (2,54)

2 1,5 1 2:1 1071,67 (27,39) 0,92 (0,09) 40,2 (1,37)

3 2 0,5 2:1 476,83 (13,3) 0,60(0,1)  27,77(0,38)

4 1 1 31 500,17 (10,61) 0,42(0,02)  34,8(0,72)

5 1 0,1 2:1 450,97 (12,78) 0.48 (0,06) 44,2 (0,96)

6 1 0,1 11 467,13 (16,66) 0.64 (0.06)  37.37(2,32)

Nanoparticulas de quitosana e derivados em escala inferior a 500nm
apresentam potencial antimicrobiano de amplo espectro, uma vez que sua area
superficial € ampliada, podendo se fixar e interagir diferentes estruturas microbiana
(MUBARAKALI et al., 2018). Em estudo realizado por Melo e colaboradores (2020b)
foram produzidas nanoparticulas de quitosana com tamanho médio de particulas de
331.1nm, sendo eficazes contra fungos pos-colheita em morangos infectados.

Em estudo realizado por Li e colaboradores (2019), foi desenvolvido um
complexo de nanoesferas de cloridrato de quitosana e carboximetil amido, como
agentes carreadores de curcumina. Os autores, assim como no presente estudo,
utilizaram valor de pH 4 para desenvolvimento de suas nanoparticulas, tendo como
caracteristicas um potencial zeta de 40,23mV e um tamanho médio de particulas de
378,2nm. Nesse contexo, a utilizacdo das nanoparticulas de cloridrato de quitosana
como revestimento comestivel podem influenciar positivamente em prolongar a vida

de prateleira de frutas, como uvas.
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O indice de polidisperséo (PDI) € um importante indicador da homogeneidade
da particulas, esse indice vai de 0 a 1, quanto mais proximo de 0, mais homogéneas
sao as particulas, sendo classificadas como nanoparticulas monodispersas. O valor
de PDI pode influenciar na estabilidade das particulas, valores mais elevados tendem
a reduzir a estabilidade (RUSLAN et al., 2020; TOSI et al., 2020).

O potencial zeta afere a capacidade de atracdo/repulsdo eletrostética das
particulas, afetando diretamente a estabilidade de uma suspensao coloidal. Em geral,
nanoparticulas com potencial zeta superior a +30mV sdo consideradas estaveis,
sendo mais resistentes a agregacdo por forcas de van der Waals, movimento
browniano ou intera¢des particula-particula (CAKIR; ICYER; TORNUK, 2020;
CHANDRASEKARAN; KIM; CHUN, 2020; HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI,
2019).

Diversos trabalhos demonstram nanopatrticulas de quitosana e seus derivados
com potencial zeta superior a +30mV, com estabilidade eletroquimica, tamanho,
homogeneidade, atividade antimicrobiana suficiente para serem utilizadas como
revestimentos comestiveis na conservacao de alimentos (CHANDRASEKARAN; KIM;
CHUN, 2020; HESAMI; DARVISHI; ZAREI, 2021; MELO et al.,, 2018, 2020b;
VILLEGAS-PERALTA et al., 2020). Quando avaliados esses parametros (tamanho de
particula, PDI e potencial zeta) e comparados com as nanoparticulas obtidas no
presente estudo, podemos considera-las particulas com tamanho, carga e
homogeneidade adequadas ao desenvolvimento de uma cobertura comestivel de gel
de cloridrato de quitosana associada as nanoparticulas de cloridrato de quitosana na
conservacgao de uvas de mesa.

As Figuras 3 e 4 apresentam os termogramas (TGA, DSC) do cloridrato de
guitosana (QCI), e das nanoparticulas de cloridrato de quitosana-TPP (NPCLQ). A
analise de TGA quantifica o percentual de variacdo da massa de uma amostra em
funcdo da elevacao da temperatura e fornece informacdes importantes acerca de sua
estabilidade térmica, composicdo e etapas de decomposicdo durante o
processamento (GRANATO; NUNES, 2017; TENGKU-ROZAINA; BIRCH, 2018). A
curva de TGA geralmente apresenta trés estagios térmicos importantes referentes a
desidratacdo da amostra, decomposicdo do polimero e do carbono residual
(GRANATO; NUNES, 2016; TENGKU-ROZAINA; BIRCH, 2018).

O primeiro evento esti relacionado a liberacdo da agua de hidratacdo
adsorvida ou fracamente ligada aos polimeros (SALAMA; ABDEL AZIZ; SABAA,
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2018). Na figura 3 e 4 se verifica que o primeiro evento ocorreu numa faixa de
temperatura de 219,30 °C para o cloridrato de quitosana, e de 84,27 °C para
nanoparticulas de cloridrato de quitosana. Convém ressaltar que a perda de agua foi
cerca de 14,56% para o cloridrato de quitosana e 99,51% para as nanoparticulas. O
presente estudo corrabora com os achados relatados por Fortunati et. (2017), que
encontraram perda de agua de aproximadamente 10% para o cloridrato de quitosana
nesse primeiro estagio de degradacao.

No segundo e mais importante estagio de perda de massa, as temperaturas de
degradacéo do CIQ foi de 219,30 °C, representando uma reducado percentual de
massa em aproximadamente 47,26% em decorrencia da despolimerizacdo e
degradacdo das unidades CH-D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina (TAVARES,
et al., 2020). O ultimo estagio térmico que ocorreu a partir de 283°C (CQ) é atribuido
a degradacédo dos carbonos residuais presentes na estrutura dos materiais de parede
(GARCIA et al., 2021).

As nanoparticulas de cloridrato de quitosana obtidas no presente estudo ndo
apresentaram os trés eventos térmicos caracteristicos, o que difere dos resultados
relatados por HOSSEINI et al. (2013), e GARCIA et al. (2021) que descrevem o0s trés
eventos termicos em nanoparticulas de quitosana-goma arabica obtidas por
coaservagao complexa. Os autores relatam que as temperaturas de degradacéo dos
materiais de parede (quitosana e goma arabica) sofreram aumento quando
comparadas as temperaturas dos polimeros isoladamente indicando maior
estabilidade térmica (quitosana em torno de 200 °C para 230 °C, e de goma arabica
em torno de 300 °C para 390 °C).

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) é um método de analise térmica
que avalia mudancas fisicas ou quimicas (alteracdo na estrutura cristalina, ponto de
fusdo e ebulicdo) em uma amostra em decorréncia da alteracéo temperatura (HADIDI
et al.,2020). As transicOes de fase, desidratacdo e reducdo de materiais sao
caracterizados no termograma com um pico para baixo demonstrando efeitos
endotérmicos. Ja a cristalizacdo, oxidagdo e algumas reacdes de decomposi¢cdo sédo
observados com picos para cima o que evidencia os efeitos exotérmicos (RUTZ et al.,
2017).



Figura 3 — Curvas de termogravimetria

nanoparticulas do cloridrato de quitosana (B).
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(TGA) do cloridrato de quitosana (A) e das
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Os termogramas (DSC) do cloridrato de quitosana e das nanoparticulas
(Figura 4) apresentaram picos endotérmicos, caracteristicos de desidratacdo em
torno de 150 °C para o CIQ e as NPCLQ e pico exotérmico, atribuido a decomposicéo
do polimero, em 195°C para o cloridrato de quitosana. Tais resultados coincidem com
os dados obtidos a partir das anélises de TGA. A curva de DSC das nanoparticulas
apresentou um unico pico endotermico largo em 134,41 °C, que pode ser atribuido a

decomposicédo do cloridrato de quitosana e do TPP.

Figura 4 — Curvas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) do cloridrato de quitosana (Al) e
com ampliagdo do seguimento (A2), das nanoparticulas do cloridrato de quitosana (B1) e ampliagcéo do
seguimento (B2).
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6.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A avaliacdo da atividade antioxidante de um produto ou substancia se baseia
na sua capacidade de reduzir ou eliminar algum composto (redox-ativo ou radical

livre), atraveés da transferéncia de atomos de hidrogénio e/ou de elétrons (APAK et al.,
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2016). Em relagcédo aos métodos de analise aplicados na pesquisa, o DPPH e o ABTS
podem agir de ambas as formas citadas acima, simultaneamente (CERECEDO-CRUZ
et al., 2018). Por outro lado, o FRAP se baseia na transferéncia de elétrons do
composto antioxidante para o complexo de ferro (TPTZ), fazendo passar do estado
férrico (Fe3+) para o ferroso (Fe2+) (GRANATO; NUNES, 2017).

Os resultados da atividade antioxidante das substancias testes estao dispostos
na Tabela 16. Observou-se que todas as substancias testes apresentaram atividade
sequestradora do radical DPPH como observado na Tabela 3. A quitosana flngica se
destacou tendo o maior valor de sequestro dos radicais DPPH e ABTS, e que
favoreceu a maior transferéncia de elétrons para o complexo de ferro, provavelmente
por apresentar maior carga positiva pela protonacéo dos grupos aminas. Comparando
a quitosana fungica, com as quitosanas modificadas e as nanoparticulas obtidas, se
verifica a acdo antioxidante para os trés meétodos utilizados, em ordem decrescente
quitosana fungica, cloridrato de quitosana, e as nanoparticulas de cloridrato de

quitosana.

Tabela 4 — Atividade antioxidante in vitro pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS da quitosana fungica,

do cloridrato de quitosana, e das nanoparticulas de cloridrato de quitosana fungica-TPP (NPCIQ).

Substancias testes Método de atividade antioxidante
DPPH (%) ABTS (umol TE.g') FRAP (umol FeSO%.g1)

Quitosana fangica 79,81+0,018 0,30+0,031 0,28 £0,123
GCQ 74,14+0,071 0,26+0,042 0,26+0,144
NPCQ 54,80+0,123 0,19+0,070 0,18+0,044

Segundo Siripatrawan e Harter (2010), a atividade antioxidante da quitosana
deve-se a presenca dos grupos aminos na molécula desse polimero. Os radicais
livres, ABTS, DPPH, ion férrico, reagem com os grupos aminos livres da molécula da
quitosana para formar moléculas mais estaveis. Com isso, 0s grupos NH2+
transformam-se em NH3+ através da absorcdo do ion hidrogénio presente na solugéo
do radical livre. Portanto, quanto maior o grau de desacetilacdo da molécula de
guitosana maior a sua atividade antioxidante (YAN, YANG, MAU., 2008).
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6.3 DETERMINACAO DA TOXICIDADE E DO POTENCIAL DE IRRITACAO

Como pode ser observado na Tabela 5, as substancias testes foram
consideradas como néo toxicas pela escala de avaliacao proposta por Rodrigues et al
(2014), por todas terem promovido inibicdo das culturas celulares abaixo de 50%. Na
presente pesquisa as substancias testes apresentaram variacao entre 0 a 22,54% de

inibicdo das culturas celulares.

Tabela 5 - Determinagéo da citotoxicidade das substancias testes: quitosana fingica(QF), cloridrato de
quitosana (CIQ), e nanoparticulas de cloridrato de quitosana-TPP (NPCIQ), pelo método do brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Doxorrubicina foi utilizada como padrdo positivo

para citoxicidade.

% de inibicdo celular
Substancias teste

NCI-H292 EPM HEP-2 EPM MCF-7 EPM HL-60 EPM RAW EPM

QF 0,00 0,00 0,16 032 253 056 235 1,83 12,51 0,76
GQC 0,00 0,00 104 055 213 0,83 231 0,71 11,04 2,29
NPCQ 2254 1,76 8,03 0,73 4,01 0,00 4,26 0,00 13,92 0,79
Doxorrubicina 79,68 0,11 74,28 2,62 74,18 6,33 72,77 2,46 76,58 1,74

EPM- Erro Padrao Médio

NR* - Teste nao realizado

A quitosana fungica, e o cloridrato de quitosana apresentaram perfil de avali¢cao
da citotoxicidade similares, com variacdo da inibicdo celular entre 0,0 a 12,51%. As
nanoparticulas de cloridrato de quitosana apresentaram inibicdo de crescimento de
todas as células testadas (4,01 a 22,54%). Liu; Gao (2009) também avaliaram a
citotoxicidade de nanoparticulas de quitosana em fibroblastos e ndo encontraram
atividade toxica nesse tipo de célula. De acordo com Loh, Saunders, Lim (2012), a
citotoxicidade de nanoparticulas esta relacionada as cargas positivas presentes na
sua superficie. Contudo, essas cargas sao pH-dependentes, o que significa dizer que
no pH utilizado no presente método (4,0) as cargas superficiais estao suficientemente
ionizadas a ponto de se ligarem intensamente com as cargas negativas das
membranas das células e causar inibicdo, mesmo em percentual abaixo do
considerado toxico. Esses resultados sugerem que 0s materiais testes, incluindo as

nanoparticulas de cloridrato de quitosana apresentam-se como seguras para uso em



53

humaos e ao meio ambiente.

O teste do potencial de irritacdo pelo ensaio da membrana corioalantoide do
ovo de galinha fecundado (HET-CAM) caracteriza-se como um ensaio de irritacao in
vitro de grande interesse cientifico devido ao baixo custo, efetividade e rapidez da
andlise quando comparada com outros testes in vivo, tais como o teste Draizer do olho
do coelho. Tem como limitacdo ndo ser possivel a realizacao do teste por substancias
que inviabilizem a visualizacdo da membrana corioalantoide, seja devido a uma
coloracdo intensa, alta viscosidade, ou n&o ser possivel de se realizacdo a
solubilizacdo da substancia (VARGAS et al., 2007; SAW; HENG; LIEW, 2008). A
membrana corioalantéide do ovo de galinha fecundado por se assemelhar a
membrana mucosa de mamiferos, e pelos efeitos agudos induzidos por uma
substancia sobre os pequenos vasos sanguineos e proteinas da membrana
corioalantéide, o teste de HET-CAM tem sido propostos como substituto ao teste do
olho do coelho. Ademais, o teste de HET-CAM apresenta a vantagem de ser mais
universalmente aceitavel como um teste ndo animal. As leis atuais que regulam a
experimentacdo animal permitem a utilizacdo de embriGes de galinha com até 10 dias
de fecundacédo sem a autorizagdo dos comités de experimentacao animal (BAGLEY;
WATERS; KONG, 1994).

HET-CAM é um teste qualitativo e quantitativo de efeitos negativos derivados
da exposicdo de membranas a determinadas substancias (FREIRE et al., 2015).
Como verificado na Figura 5 que a quitosana fungica, o cloridrato de quitosana e as
nanoparticulas testadas foram consideradas como néo irritantes, com Pl de 0,0, com
auséncia dos efeitos inflamatérios e vasculares de vasoconstriccdo, hemorragia e

coagulo, durante dos 5 minutos (300 segundos) de observacéao.

Figura 5 - Determinacdo do potencial de irritacdo das substancias testes: quitosana fungica(QF),
cloridrato de quitosana (QCI), e nanoparticulas de cloridrato de quitosana-TPP (NPCIQ), pelo ensaio
da membrana corioalantoide do ovo de galinha fecundado (HET-CAM). Controle positivo de irritacdo

foi usado o laurel sulfato de sédio 1% (LSS), com observacéo de até 5 minutos/300 segundos dos sinais
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de vasoconstricgdo (VC), hemorragia (HE) e coagulo (C).

Por outro lado, como esperado, o lauril sulfato de sodio 1% (controle positivo
para irritagcdo) apresentou Pl de 17,74+0,4, sendo visualizado vasoconstricgdo
(6,0+1,0 segundos), coagulo (63,0+3,0 segundos) e hemorragia (48+3,0 segundos),
sendo classificado como irritante severo/grave. Os resultados obtidos no teste de
HET-CAM sugerem que os polimeros e as nanoparticulas avaliados como principio
ativo para obtencdo de cobertura comestivel sdo seguros para uso em humanos, em
relacédo ao potencial de irritacéo. Testes de citotoxicidade devem ser empregados para
verificar a seguranca das substancias quanto a toxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade.

6.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados das concentragdes inibitdrias minimas do gel de cloridrato de
guitosana, nanoparticulas de cloridrato de quitosana e mistura das duas estao
presentes na tabela 6. Pode-se observar que os fungos A. niger e C siamense foram
mais resistentes as substancias teste, sendo R. stolonifer mais sensivel.
Considerando a viabilidade do estudo, foram estabelecidos os valores maximos da
CIM para os demais experimentos.
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Diferente do esperado, os valores obtidos no presente estudo néo
correspondem aos relatos da literatura, onde as concentracdes variam de 5,0 até
0,187mg/mL (HASHEMINEJAD; K/HODAIYAN; SAFARI, 2019; HESAMI; DARVISHI;
ZAREI, 2021; MELO et al., 2020a). Quando comparada a quitosana convencional e
sais derivados, a CIM obtida para as nanoparticulas de cloridrato de quitosana, neste
estudo, possui uma concentracdo elevada (CHENG et al., 2019; FRANCESCONI et
al., 2020). No entanto, pode-se observar a associacao cinérgica entre gel de cloridrato

de quitosana e as nanoparticulas de cloridrato de quitosana

Tabela 6 — Determinacéo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) do cloridrato de quitosana (QCI), das

nanoparticulas de cloridrato de quitosana (NPCLQ), e da juncdo de ambos (QCI-NPCLQ) para fungos

fitopagenos.
Substancia teste CIM (mg/mL) para os fungos fitopatdégenos
A. niger R. stolonifer C. siamense
QCI 8,0 6,0 8,0
NPCLQ 4,0 3,0 4,0
QCI + NPCLQ 2,0 2,0 2,0

O espectro de atividade antimicrobiana da quitosana e seus derivados sao
amplamente conhecidos, no entanto, os mecanismos especificos de como se da essa
atividade ainda néo estao plenamente estabelecidos. O modelo mais aceito relaciona
a interacdo entre as cargas superficiais positivas da quitosana com 0s componentes
carregados negativamente da superficie celular microbiana, alterando a passagem
de nutrientes e outras subtancias pela parede celular, bem como a permeabilidade da
membrana plasmatica, promovendo o0 extravasamento de fluidos e,
consequentemente, morte celular. Neste modelo a atividade antimicrobiana da
guitosana esta diretamente relacionada com o niumero de grupos aminos livres na
estrutura (LOPEZ-MOYA; SUAREZ-FERNANDEZ; LOPEZ-LLORCA, 2019; MENG et
al., 2020; SUN et al., 2021).

Outro mecanismo de acdo proposto indica que a quitosana seria capaz de
transpor a membrana celular e se ligar ao DNA microbiano, inviabilizando a sintese
de RNA mensageiro , inibindo a sintese proteica da celula microbiana. Da mesma
forma, essa ligacao estaria relacionada as cargas superficiais da quitosana (positivas)
e do RNA e do DNA (negativas) (ALGHUTHAYMI et al., 2020; SUN et al., 2021)
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Além dos mecanismos supracitados, € proposto por alguns autores que a
quitosana atua como quelante de nutrientes e metais tragos essenciais a
sobrevivéncia dos microrganismos. E € capaz de se depositar sobre a superficie
celular, formando uma camada espessa que inibe o fluxo de natural de nutrientes e
outras atividades metabdlicas, induzindo a morte celular (CHAKRABORTY;
HASANUZZAMAN; RAHMAN, 2020).

Quando comparada a acdo antimicrobiana do gel de cloridrato de
quitosana, e as nhanoparticulas de cloridrato de quitosana, a solucdo de
nanoparticulas de cloridrato de quitosana apresentou inibicdo dos fungos testes em
concentracdo menor, indicando uma potencializacdo da atividade antimicrobiana
guando o polimero encontra-se em tamanho nanometrico. O que estd em acordo
com o apresentado na literatura, uma vez que nanoparticulas possuem
caracteristicas diferenciais que potencializam a atividade das mesmas quando
comparadas com a material de origem em escala macro (MELO et al., 2020b). E
sugerido que, pelo seu pequeno tamanho, as nanoparticulas podem ser absorvidas
pelas células microbianas, por acdo de proteinas transportadoras ou canais idnicos,
e assim interagir com estruturas e organelas celulares induzindo a morte celular (ABD-
ELSALAM et al., 2017, CARVALHO et al., 2019).

E possivel observar na tabela 6 que a juncdo entre o gel de cloridrato de
quitosana e as nanoparticulas de cloridrato de quitosana potencializou seu efeito
antifungico, quando comparamos a atividade antifingica das substancias
individualmente. Esse efeito potencializador ja foi observado na literatura, em
experimentos realizados com fungos e também bactérias (MELO et al., 2018, 2020b,
2020a). Vale destacar que nenhum estudo, até o momento, avaliou a associacao do
cloridrato de quitosana com nanoparticulas de cloridrato de quitosana contra esses

fungos fitopatogenos.
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6.5 EFEITO DAS SUBSTANCIAS TESTE SOBRE A MASSA MICELIAL

As substancias testes apresentaram inibicdo do crescimento radial fungico para
C. siamense, R. stolonifer, e A. niger de forma diretamente proporcional ao aumento
da concentracdo das substancias testes (Tabela 7). Para a concentracdo metade da
CIM (CIM/2) todas apresentaram inibicdo acima de 50% até 65%. Para as
concentracfes inibitérias minimas todas as substancias inibiram a partir de 90% o
crescimento radial dos fungos. O dobro da concentracdo inibitéria minima (2xCIM)
inibiu 100% o crescimento radial de todos os fungos testes, incluindo a solugcéao de
cloridrato de quitosana, a qual ndo foi possivel acrescentar ao meio agar BDA a
concentracdo 2xCIM (16mg/mL), devido a alteracdo na consisténcia do meio, tendo
sido testada a concentracdo de 12mg/mL. De forma geral, as nanoparticulas de
cloridrato de quitosana foram mais efetivas na inibicdo do cresciemto radial dos fungos
fitopatogenos testados, quando comparada ao gel de cloridrato de quitosana.
Contudo, a juncdo QCI + NPCLQ foi a substancia que obtive os maiores percentuais
de inibicao. Isto j4 era esperado, uma vez que nanoparticulas possuem caracteristicas
diferenciais que potencializam a atividade das mesmas quando comparadas com a
material de origem em escala macro (MELO et al., 2020a).

Da mesma forma, os modelos propostos para explicar a atividade
antimicrobiana das nanoparticulas de quitosana e seus derivados ainda estdo sendo
definidos. E sugerido que, pelo seu pequeno tamanho, as nanoparticulas podem ser
absorvidas pelas células microbianas, por acdo de proteinas transportadoras ou
canais idnicos, e assim interagir com as organelas celulares induzindo a morte celular
(MELO et al., 2020b).

Por apresentarem carga positiva e area superficial elevadas, as nanoparticulas
de quitosana e seus derivados tendem a serem atraidas pela carga superficial celular
negativa. Entrando em maior contato com os fungos se comparadas ao gel de
cloridrato de quitosana. Devido sua grande area superficial e tamanho nanométrico,
as particulas podem ser absorvidas e interagir com o DNA celular, impedindo a
transcricdo em RNAmM (ABD-ELSALAM et al., 2017).
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Tabela 7 - Inibicdo do crescimento micelial radial (ICM%) dos fungos fitopatogénicos frente as
substancias testes em suas diferentes concentracdes, com base na concentracdo inibitéria minima
(CIM) em mg/mL Substancias testes: cloridrato de quitosana (QCI), nanoparticulas de cloridrato de
quitosana-TPP (NPCI), juncao das substancias (QCIl + NPCLQ). Os fungos foram crescidos em meio
Agar Batata Dextrose, e incubados a 25°C. O crescimento micelial radial foi medido diariamente até
que a placa contendo o controle negativo (sem substancia teste) estivesse completamente coberta de

micélios.

Substancias testes

Fungos fitopatogénicos (ICM%)

C. siamense

R. stolonifer

A. niger

QCl CIM/2 53,00 (+2,00) 55,33 (+2,89) 52,37 (+2,89)
CIM  89.33 (+2.89) 90.67 (+1.77) 88,67 (+2,63)
2xCIM 98,00 (+2,00) 99,32 (+1,34) 97,9 (+2,68)

NPCI CIM/2 60,33 (+2,77) 63.67 (+2.89) 60,00 (+1,64)
CIM 93,76 (+1,67) 91,05 (+1,30) 90,99 (1,80)
2xCIM 100 (+0,0) 100 (x0,0) 100 (0,0)

QCl + NPCLQ CIM/2 66,85 (+0,58) 67,77 (+1,71) 64,82 (+1,40)
CIM 98,37 (+1,41) 97,35 (+0,92) 95,41% (+1,00)
2xCIM 100 (+0,00) 100 (+0,00) 100 (0,00)

6.6 EFEITO DAS SUBSTANCIAS TESTES SOBRE A MORFOLOGIA FUNGICA

Os efeitos das substancias testes na morfologia e ultraestrutura de A. niger, R.
stolonifer e C. siamense podem ser observados nas Figuras 6, 7 e 8. As hifas de A.
niger, R. stolonifer, e C. siamense crescidas na auséncia de substancias teste
apresentaram estrutura tipica, apresentando hifas tubulares bem homogéneas com
diametros regulares, superficie externa lisa e apices arredondados, ndo sendo
visualizadas deformacdes ou danos aparentes (Figura 6A, 7A e 8A). Todas as
substancias testes aplicadas nas concentragcfes sub-inibitérias foram capazes de
induzir alteracdes na morfologia dos fungos testes.

O gel de quitosana e seus derivados tendem a se depositar na superficie das
hifas, assim, dificultam as trocas ibnicas e entrada de nutrientes essenciais a célula.
Hifas crescidas na presenca de gel de cloridrato de quitosana mostraram-se
distorcidas, com diametros distintos, superficie enrugada e achatadas, indicando
perda do citoplasma, também conhecidas como “hifas vazias” (Figuras 6 Be C, 7 B

e C, e 8B e C). As nanoparticulas de quitosana-TPP foram capazes de causar pontos
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de inchacgos ao longo das hifas (Figuras 6 D e E, 7 D e E). Modificagdo similar foi
identificada por Nascimento et al. (2020) em hifas de C. gloesporioides expostas a
solucédo de quitosana em acido citrico (2,5 mg/mL) e que pode estar relacionada a
perda do balanco osmoético da célula, também em consequéncia do aumento da
permeabilidade da membrana (GALVEZ-IRIQUI et al., 2019; MELO et al., 2020?; PEI
et al., 2020).

Nas figuras 6 F e G, 7 F e G, podem ser observadas as alteracdes induzidas
por diferentes concentracdes da associacao do gel de cloridrato de quitosana e das
nanoparticulas de cloridrato de quitosana. Onde parece haver a potencializacdo dos
efeitos das substéncias isoladas.

Estudos anteriores relataram a capacidade da quitosana e de seus derivados,
nao apenas de inibir o crescimento fungico, como também de causar danos
morfolégicos e estruturais as hifas (MELO, et al 2020a; NASCIMENTO, et al., 2020).
Berger et al. (2018) reportaram que hifas de C. fruticola tratadas com quitosana
fungica (7500 ppm) também apresentaram rugosidade, além de depressées em sua
superficie. Tais alterac6es sugerem que a forma pela qual o cloridrato de quitosana
inibe o crescimento de Colletotrichum provém da interacao direta com a parede celular
fungica.

Como citado anteriormente, a carga superficial positiva do cloridrato de
quitosana |lhe confere a capacidade de se ligar eletrostaticamente aos fosfolipidios
presentes na membrana celular fungica, gerando uma desestabilizacdo da membrana
e alterando de sua permeabilidade (VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017). Membrana
e parede celulares estdo intimamente ligadas, visto que, complexos de sintase
associados a membrana plasmatica sao responsaveis pela formacgéo de componentes
importantes da parede celular (por exemplo, quitina e B-glucanas). Assim sendo,
perturbacdes causadas a membrana e a tais reacdes enzimaticas podem afetar a
forma e o crescimento dos fungos (LOPEZ-MOYA; SUAREZ-FERNANDEZ; LOPEZ-
LLORCA, 2019).
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Figura 6 - Microscopia eletrbnica de varredura de A. niger. Micélio controle sem a presenca de
substancia teste (A); apds exposicdo a concentracdo 6mg/mL do gel de cloridrato de quitosana (B);
concentracao 7 mg/mL do gel de cloridrato de quitosana (C); concentracdo 2mg/mL das nanoparticulas
de cloridrato de quitosana (D); concentracdo 3mg/mL das nanoparticulas de cloridrato de quitosana (E);
concentracdo 0,5mg/mL da juncdo das substéncias (F) e concentracdo 1mg/mL da juncdo das

substancias (G).
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Figura 7 — Microscopia eletrdnica de varredura de R. stolonifer. Micélio controle sem a presenca de
substancia teste (A); apds exposi¢do a concentracdo 4 mg/mL do gel de cloridrato de quitosana (B);
concentracao 5 mg/mL do gel de cloridrato de quitosana (C); concentracdo 1mg/mL das nanoparticulas
de cloridrato de quitosana (D); concentracdo 2 mg/mL das nanoparticulas de cloridrato de quitosana
(E); concentracdo 0,5mg/mL da juncdo das substancias (F) e concentracdo 1mg/mL da juncdo das

substancias (G).
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Figura 8 - Microscopia eletronica de varredura de C. siamenses. Micélio controle (A); ap0s exposicao
a concentracdo 4 mg/mL gel cloridrato de quitosana (B) e concentracdo 5 mg/mL gel cloridrato de

quitosana (C).

6.7 EFEITO DAS COBERTURAS COMESTIVEIS SOBRE O CRESCIMENTO
FUNGICO NAS UVAS

O efeito curativo dos revestimentos de gel de cloridrato de quitosana,
nanoparticulas de cloridrato de quitosana-TPP, e a juncdo entre as duas substancias
(gel de cloridrato de quitosana + nanoparticulas de cloridrato de quitosana), e como
controle positivo glicerol 1%, na inibicdo do desenvolvimento da infeccdo fangica
(expressa como percentual de reducao do diametro da lesédo fungica) causadas por
C. siamense, R. stolonifer e A. niger em uvas (em cacho contendo de 6 a 8 unidades
de uva) durante o periodo de 12 dias a 25°C, e 24 dias a 6°C, sao apresentados nas
Figuras 9 e 11, 10 e 12, respectivamente.

No tratamento curativo sob temperatura ambiente (Figura 9), a aplicagao das
coberturas tratamento resultou em diminuigcéo da gravidade da lesdo fungica em cacho
de uva infectado com os fungos fitopatdogenos, separadamente. As uvas em cacho
revestidas com gel de cloridrato de quitosana + nanoparticulas de cloridrato de
quitosana-TPP apresentaram menor gravidade da lesdo em comparagéo aos frutos

tratados com glicerol 1% (controle positivo) e com as demais coberturas teste.
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A infeccdo por A. niger apresentou maior tolerancia as coberturas teste nos
tempos de analise verificados, ou seja, maior percentagem de infeccdo visivel nas
uvas. O que esta de acordo com o0s experimentos anteriores de atividade
antimicrobiana e alteracdo morfolégica e na utraestrutura dos fungos. A infeccao
causada por este fitopatdgeno é facilmente visualizada pelo amolecimento do local
infectado e subsequente desenvolvimento de mofo escuro referente as estruturas de
frutificacdo dos fungos. Como é possivel observar na figura 9, no nono dia de
experimento, as uvas dos tratamentos controle positivo e negativo ja estavam
totalmente recobertas pelos micélios do A. niger. Tendo o grupo composto pelo gel de
cloridrato de quitosana associado as nanoparticulas a menor percentagem de infeccéo
visivel.

Foi possivel verificar que, quando comparados os gréficos, o R. stolonifer e C.
siamense apresentaram niveis de infeccdo semelhantes, principalmente nos grupos
de tratamento das nanoparticulas de cloridrato de quitosana (NPCQ) e da mistura de
gel de cloridrato de quitosana com as nanoparticulas (GCQ + NPCQ). Ao final do
experimento (12 dia), ambos o0s grupos nao apresentaram diferenca estatistica entre
Si.

Ao final do experimento, o gel de cloridrato de quitosana (GCQ) aprensentou a
menor atividade inibidora de infec¢ao visivel, tanto no A. niger, quanto no C. siamense.
Jano R. stolonifer ndo apresentou diferenca siginificativa quando coparado co o grupo
das NPCQ.

No tratamento curativo sob refrigeracdo (figura 10) foi possivel observar nos
trés fungos testes que os tratamentos de NPCQ e mistura de GQC+NPCQ foram os
mais eficazes em inibir o crescimento fungico visivel, com percentagem de infeccéo
inferior a 15% ao final do experimento no 24 dia. Novamente € possivel verificar a
menor sensibilidade do A. niger as substancias teste, um vez que, ao final do
experimento, observou-se a maior contaminacao visivel entre os trés fungos no grupo

de tratamento do GQC sob refrigeracao.
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Figura 9 — Tratamento curativo sob temperatura ambiente com os fungos A. niger, R. stolonifer e C.
siamense frente aos tratamentos gel de cloridrato de quitosana (GCQ) nanoparticulas de cloridrato de
quitosana (NPCQ), gel de cloridrato de quitosana mais nanoparticulas de cloridrato de quitosana
(GCQ+NPCQ), controle negativo (CTL-) e controle positivo (CTL+).
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Figura 10 — Tratamento curativo sob temperatura de refrigeragdo com os fungos A. niger, R. stolonifer
e C. siamense frente aos tratamentos gel de cloridrato de quitosana (GCQ) nanoparticulas de cloridrato
de quitosana (NPCQ), gel de cloridrato de quitosana mais nanoparticulas de cloridrato de quitosana
(GCQ+NPCQ), controle negativo (CTL-) e controle positivo (CTL+).
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Com relagdo ao tratamento preventivo com as uvas armazenadas temperatura
ambiente (figura 11), as lesdes caracteristicas dos fungos diminuiram em relacao ao
controle positivo, e as coberturas testes, o que reforca o conhecimento de que
temperatura de refrigeragao auxilia na prevencédo do desenvolvimento de infec¢des
em frutas. Durante o0 armazenamento os valores do percentual de reducao da infeccao
fungica foram diminuindo em todos os tratamentos, com o prolongamento do tempo
de armazenamento.

Através dos graficos é possivel observar comportamento semelhante dos

fungos tanto no tratamento preventivo, quanto no tratamento curativo sob temperatura
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ambiente contra as substancias teste (GCQ; NPCQ; GCQ+NPQC), indicando que o
nivel de atividade antifingica, neste caso especifico com uvas, pode néo ter influéncia

se a contaminacao ocorreu antes ou depois do revestimento com as substancias teste.

Figura 11 — Tratamento preventivo sob temperatura ambiente com os fungos A. niger, R. stolonifer e C.
siamense frente aos tratamentos gel de cloridrato de quitosana (GCQ) nanoparticulas de cloridrato de
quitosana (NPCQ), gel de cloridrato de quitosana mais nanoparticulas de cloridrato de quitosana
(GCQ+NPCQ), controle negativo (CTL-) e controle positivo (CTL+).
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Figura 12 — Tratamento preventivo sob temperatura ambiente com os fungos A. niger, R. stolonifer e
C. siamense frente aos tratamentos gel de cloridrato de quitosana (GCQ) nanoparticulas de cloridrato
de quitosana (NPCQ), gel de cloridrato de quitosana mais nanoparticulas de cloridrato de quitosana
(GCQ+NPCQ), controle negativo (CTL-) e controle positivo (CTL+).
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No tratamento preventivo sob temperatura de refrigeracéo (figura 12), seguindo
0S mesmos resultados obtidos no tratamento curativo sob refrigeragéo, foi possivel
observar o prolongamento da vida de prateleira das uvas frente as infec¢des dos trés
fungos teste para todos o tratamentos (GCQ; NPCQ; GCQ+NPCQ). No entanto,
diferindo dos demais ensaios, o fungo C. Siamense foi 0 mais resistente ao tratamento
com o GCQ, apresentando, ao final do experimento, nivel de infeccdo similar ao

controle positivo e negativo. Ja os tratamentos NPCQ e GCQ+NPCQ apresentaram
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os melhores resultados em inibicdo do crescimento fungico visivel ao final do 24 dia
de experimento.

As coberturas comestiveis formam uma barreira semipermeavel ao redor da
fruta, que regula as trocas gasosas, reduz a perda de umidade e a taxa de respiracao,
mantendo a sua qualidade (TOVAR et al., 2018; YUAN; CHEN; LI, 2016). Ademais, a
presenca das nanoparticulas em suspensédo no gel de cloridrato de quitosana pode ter
potencializado as propriedades da barreira fisica MELO, et al. 2020b). De acordo com
Oliveira et al. (2014), baixas temperaturas de armazenamento contribuem para a
desaceleracdo do processo de maturagdo do fruto, além de diminuir a multiplicacéo

de microrganismos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O preparo das nanoparticulas de cloridrato de quitosana foi otimizado ao variar
a percentagem de cloridrato de quitosana e de TPP, bem como a proporcao entre eles.
As nanoparticulas nas melhores condicdes de formulagaco aoresentaram tamanho
abaixo de 300 nm, poencial zeta acima de 30 e indice de polidisperséo abaixo de 0,5,
configurando um sistema estavel, carregado positivamente. Todos 0s polimeros
testados apresentaram acao antifungica, com melhor efetividade para as a cobertura
obtida pela juncdo do cloridrato de quitosna com as nanoparticulas de cloridrato de
quitosana. Coberturas comestiveis foram obtidas com gel de cloridrato de quitosana,
nanoparticulas de cloridrato de quitosana em glicerol 1%, e pela juncao entre gel de
cloridrato de quitosana e as nanopatrticulas. As coberturas formuladas apresentaram
acao antioxidante, baixa toxicidade e baixo potenial de irritacdo, e atividade antifungica
para A. niger, R. stolonifer, e C. siamense. Em uvas de mesa as coberturas
apresentaram acao curativa e preventiva a infec¢ao pelos fungos testes. Os resultados
obtidos sugerem a efetividade das coberturas comestiveis a base de cloridrato de
quitosana e de nanoparticulas de cloridrato de quitosana como materiais bioativos a
serem utilizados para auxiliar, de forma segura e néo toxica, o controle de infeccdes
fungicas em fruta. Sendo uma alternativa para embalagem baseada nos principios da
quimica verde, e com aderencia aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel 2 e
12, contidos na Agenda ONU 2030.
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O progresso obtido na conservacao e producéo de alimentos encontra barreiras
que ne- cessitam de estratégias engenhosas para supera-las. Nessecontexto,
ananotecnologia tem sido uma aliada importante, principalmente quando associada
com produtos de ori- gem natural, como a quitosana. Diversas sdo as metodologias
utilizadas na producao de nanoparticulas. No entanto, quando se trata de aplicacédo
em alimentos, a mais utilizada tem sido a gelificacdo ibnica. As nanoparticulas de
quitosana por muitas vezes estdo associadas com outras substancias, como 6leos
essenciais, vitamina C, prata, cobre e outros. Essa mistura pode ter intuito de protecao
e liberacado controlada desses produtos no alimento, ou ainda potencializar a atividade
das nanoparticulas. A aplicacdo de na- noparticulas de quitosana na conservacéao de
alimentos, sejam eles de origem vegetal ou animal, tem se mostrado eficiente e cada
dia mais estudada devido suas atividades antimicrobiana e antioxidante. Ha de se
destacar que as nanoparticulas de quitosana apresentam potencial antimicrobiano
superior quando comparada a quitosana na sua forma macro. Além disso, resultados
promissores tém demonstrado o potencial dessas nanoparticulas de quitosana
guando utilizadas no cultivo, uma vez que apresentam ativi- dade elicitora em uma

variedade de plantas utilizadas na alimentacdo humana, podendo estimular a
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producdo de alimentos mais resistentes a pragas e doencas fungicas. Com essas
caracteristicas, a quitosana tem potencial para ser um auxiliar na seguranca alimentar

em um futuro proximo.

Palavras-chave: Cobertura Comestivel, Biopolimero, Nanotecnologia, Ciéncia

dos Alimentos.
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INTRODUCAO

A quitosana € um biopolimero modificado, derivado da parcial desacetilagcio
alcalina da quitina. A quitina € constituida por sequéncia linear das moléculas de N-
acetilglicosamina (2- acetamido-2-deoxi-D-glicose) unidas por ligacdes do tipo [1-(1-
4), com elevado grau de acetilagdo. A principal fonte de quitina é a carapaca de
crustaceos (camardes, lagostas, ca- ranguejos e siris), mas pode ser encontrada em
moluscos, insetos e parede celular fungica (BERGER et al., 2020; MELO et al., 2018;
YADAV et al., 2019).

Os primeiros relatos sobre a quitina datam de 1811, com Henri Braconnot, com
pes- quisas em cogumelo. J& a quitosana foi descoberta em 1859 pelo francés Charles
Rouget apds tratamento da quitina hidroxido de potassio, verificando que a substancia
formada, ao contrario da quitina, dissolvia-se em solucdes acidas. No entanto, 0 nome
“quitosana” foi dado apenas 35 anos apéds este fato, pelo aleméo Felix Hoppe-Seyler
(TIAN; LIU, 2020).

A estrutura da quitosana € composta por ligacdes do tipo [1-(1004) de N-acetil-
D- glico-

samina, encontrada naturalmente em pequenas quantidades na parede celular
de fungos (ordem Mucorales, classe Zygomycetes). No entanto, sua principal forma de
obtencao se da por remocao parcial dos grupos acetamida da quitina, numa reacéo de
desacetilacdo. Ao ul- trapassar 50% da desacetilacdo da quitina, o biopolimero torna-
se solavel em solucdes aci- das e insoluvel em agua, acidos concentrados, alcalis,

alcool e acetona, aprensentando-se como um polieletrolito catibnico com protonacao

dos grupamentos amina na presenca de fons HY, passando a se caracterizar como
quitosana e ndo mais quitina (EL KNIDRI et al., 2018; MELO et al., 2018; YADAYV et
al., 2019).

O grau de desacetilacdo da quitosana exerce influéncia direta em suas
propriedades quimicas (solubilidade, flexibilidade, viscosidade, porosidade, area
superficial e resisténcia a tracdo) e biologicas (biocompatibilidade, biodegradabilidade,
biodisponibilidade, antioxidante e intensificador da adsor¢éo) (TAVARES et al., 2020;
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ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019).

A gquitosana é considerada um produto natural, ndo-téxico, renovavel, de baixo
custo, biodegradavel, biocompativel, com propriedades para formacdo de gel e
microesferas, e tem sido aplicada em varios ramos industriais, na confeccdo de
embalagens biodegrada- veis/comestiveis, conservante para molhos, agente
bactericida/fungicida, no tratamento de agua, na fabricacdo de papel, como defensivo
agricola e adubo, além de outras aplicacbes (BERGER et al., 2018; EL KNIDRI et al.,
2018).

O emprego da quitosana pode ainda ser diversificado por modificagdes
quimicas em sua estrutura, os grupos hidroxilas e aminos disponiveis permitem
reacdes, como hidroxi- lacdo, carboxilacdo, alquilacdo, esterificacdo e acilacao.
Alterando a estrutura da quitosana formam-se seus derivados que, em geral,
apresentam solubilidade, propriedades biolégicas e fisico-quimicas aprimoradas.
Dentre os derivados da quitosana pode-se citar o cloridrato
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de quitosana, carboximetilquitosana, hidroxietil quitosana, quitosana N-
alquilada, quito- sana N-succinilada, quitosana na forma neutra e quitosana sulfatada
(FORTUNATI et al., 2017; GE et al., 2018). Essas caracteristicas da quitosana e seus
derivados podem ser potencializadas com o emprego de nanotecnologia.

DESENVOLVIMENTO

SINTESE DAS NANOPARTICULAS QUITOSANA

A cada dia mais pesquisas séo feitas com elaboracdo de nanoparticulas das
mais variadas origens e ramos cientificos, devido propriedades incomuns de ordem
Optica, fo- toeletroquimica, eletrénica e quimica dessas substancias. A classificacdo
do tamanho das particulas ndo € um consenso, alguns pesquisadores consideram
nanoparticulas aquelas com dimensdes entre 1 e 100 nm (nandmetros), ja outros
incluem até escala de 1000 nm. A area superficial por unidade de massa das
nanoparticulas é superior quando com- parada as estruturas na dimensdo macro,
apresentando maior disponibilidade de interacdo com outras moléculas, sistemas,
células, etc. (BERGER et al., 2020; MELO et al., 2018; ZAKI; IBRAHIM; KATAS, 2015).

O emprego da quitosana para elaboracdo de nanoparticulas é amplamente
estudado e diversas sdo as metodologias utilizadas. Dentre as metodologias pode-se
citar: gelificacdo idnica; micela reversa; microemulsédo; difusdo de solvente de
emulsificacdo; e complexo polieletrolitico. Com destaque para a gelificacéo iénica por
sua simplicidade de execucéo e dispensar a utilizacdo de surfactantes e solventes
organicos (CARVALHO et al., 2019).

A gelificagdo idnica foi descrita pela primeira vez por Calvo et al. (1997), em que,
apos a dissolucao da quitosana em solucéo acida, se adiciona o agente reticulante sob
agitacdo constante a temperatura ambiente. A propriedades das nanoparticulas
(tamanho, carga su- perficial e formato) podem ser alteradas/otimizadas pelo tipo de
quitosana (de acordo com o0 peso molecular e grau desacetilagao), concentragéo da

solucdo acida utilizada na diluicdo da quitosana, velocidade de agitacéo, tipo e
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concentracédo do agente reticulante (DIVYA; JISHA, 2018; ZAKI; IBRAHIM; KATAS,
2015).

O agente reticulante mais utilizado para formacdo de nanoparticulas para uso
em ali- mentos é o tripolifosfato de sédio (TPP). A gelificacdo ibnica consiste na interacao
eletrostdtica quitosana (carregada positivamente) com o TPP (carregado
negativamente), que ao entrar em contato com a quitosana causa sua reticulagao
ibnica, formando particulas coloidais es- féricas que precipitam. O pareamento do TPP
e da quitosana proporciona as nanoparticulas um carater anfotérico, ou seja, capaz de

reagir em meio &cido ou basico. As nanoparticulas

Avangos em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - Volume 4




90

formadas por esse método sédo consideradas atoxicas, estaveis e com alta
carga superficial positiva (WANG; JUNG; ZHAO, 2017).

Essas nanoparticulas tém sido descritas como sendo um material com
propriedades fisicas e bioquimicas aprimoradas, sendo mais eficazes como agente
antimicrobiano que o gel de quitosana, devido a sua elevada area superficial, que

interagem com as superficies das células bacterianas (MELO et al., 2018).

NANOPARTICULAS DE QUITOSANA EM ALIMENTOS

As medidas para conservacgao de alimentos, como frutas e produtos de origem
animal (queijos, carnes resfriadas), mais utilizadas séo aplicagao de um sistema de
cadeia de frio/ baixa temperatura, sanitizantes sintéticos, tratamentos térmicos para
inibicdo de enzimas e microrganismos no caso de minimamente processados e, mais
recentemente, aplicacdo de embalagens com atmosfera modificada, que tendem a
retardar o processo de maturacdo/ senescéncia e infecgcbes com consequente
deterioragéo dos alimentos. Todas essas medi- das sao eficazes em certo grau, no
entanto, tendem a elevar os custos que sdo repassados ao consumidor final (AMJADI
et al., 2020; LIN; GU; CUI, 2019; MARTINEZ-HERNANDEZ; AMODIO; COLELLI,
2017; OJEDA et al., 2019).

Assim, outras alternativas coadjuvantes estdo sendo testadas, como a
utiizacdo de bioembalagens/fimes de revestimento comestivel. Tais
embalagens/filmes, mesmo ndo reduzindo o custo de producdo do alimento,
possibilitam prolongar a vida de prateleira dos produtos alimenticeos reduzindo assim
o volume de perdas. Dentro dessas bioembala- gens podemos encontrar diversos
produtos com potencial de utilizagcdo, a citar o alginato, gelatina, celulose e a
quitosana. As bioembalagens, além de atuarem como barreira fisica, apresentam
atividades especiais, como antimicrobiana e antioxidante (HASHIM; YOUSSEF; ABD-
ELSALAM, 2019; MOHAMMADI; HASHEMI; HOSSEINI, 2015).

Devido a capacidade de formagcdo de gel da quitosana, além de suas
propriedades antimicrobianas, a forma mais comum de aplicacdo em alimentos é

como cobertura de co- mestivel. Esse revestimento envolve todo o alimento formando
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uma pelicula fina que atua na conservacdo dos mesmos, ndo apenas evitando a
contaminagcao/multiplicacdo de mi- crorganismos deteriorantes ou patogénicos, mas,
no caso de frutas e legumes, controlando aspectos relacionados a maturacéo
(producéo de etileno, teor de solidos soluveis), trocas gasosas, retencdo perda de
umidade, mantendo as caracteristicas organolépticas dos ali- mentos (MA et al., 2019;
MELO et al., 2018, 2020).

A atividade antimicrobiana da quitosana e suas demais propriedades tem levado
ao de- senvolvimento nanossistemas mistos, onde a quitosana € associada com metais
ou se torna um carreador de compostos naturais ou sintéticos, que possuem um agente

antimicrobiano
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intrinseco, para aplicacdo em alimentos. Tais como 0s 0leos essenciais e seus
constituintes majoritarios, prata, cobre, proteinas do soro do leite, gelatina, 6xido nitrico,
pectina e outros. Todas essas substancias apresentam alguma finalidade, seja ela
ampliacdo do espectro de atividade antimicrobiana, barreira mecéanica ao vapor
d’agua, agregacao de atributos nutri- cionais/funcionais, estabilizacdo e melhoria das
propriedades plasticas da quitosana para revestimento dos alimentos, liberacéo
controlada de alguma substancia bioativa englobada pelas nanoparticulas de
quitosana (MARTINEZ- HERNANDEZ; AMODIO; COLELLI, 2017; MELO et al., 2019;
ORTIZ-DUARTE et al., 2019; SIDDAIAH et al., 2018).

A associacdo da quitosana e seus derivados com 0Oleos essenciais tem sido
amplamente estudada, apresentando resultados promissores no combate a
microrganismos deterioran- tes e patogénicos, além de atuarem na preservacao dos
alimentos, principalmente quando utilizados como cobertura comestivel. No caso dos
Oleos essenciais e de seus constituintes majoritarios, com comprovada atividade
antimicrobiana, € comum a utilizacdo de nanoparti- culas de poliméricas, com destaque
para a quitosana para englobamento dessas substancias e posterior liberagao
controlada no alimento. Uma vez que os 6leos essenciais apresentam natureza
lipofilica, evaporam e sdo oxidados com facilidade durante o processamento devido
exposicao direta a luz e ao oxigénio, torna-se dificil sua dissolucdo em solucdes
aguosas para serem usados no tratamento de frutas e vegetais. Assim, a associacao
com a quitosa- na € uma estratégia viavel para utilizacdo dessas substancias,
principalmente nas formas de cobertura comestivel e/ou solucao para higienizagéo de
alimentos (geralmente vegetais minimamente processados) (CAMPOS et al., 2018;
GHADERI-GHAHFAROKHI et al., 2017; LIN; GU; CUI, 2019; YILMAZ et al., 2019).

A diversidade de alimentos tratados com nanoparticulas de quitosana e seus
deri- vados expande a cada dia. Em geral, a maioria dos estudos utilizam produtos de
origem vegetal. No entanto, testes com alimentos de origem animal sdo promissores,
como no caso de estudo realizado por Diao, Huan e Chitrakar (2020), no qual
estudaram coberturas comestiveis de nanoparticulas de carboximetilquitosana e extrato
aquoso de alho preparadas por meio de tratamento ultrassénico para estender a vida
de prateleira de carne de frango condimentada “pronta para comer” (ready-to- eat:
RTE).
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Os dados disponibilizados na literatura cientifica quanto ao revestimento de
hortifratis com nanoparticulas de quitosana apontam processo de maturacdo mais
lento, prolongando sua vida de prateleira, assim, apresentam menor teor de solidos
sollveis e acucares redu- tores, uma vez que essas moléculas sédo formadas durante
a maturagdo, clivando macro- moléculas e, consequentemente liberando suas
subunidades. Como também menor teor de desidratacéo, uma vez que a respiracao e

demais processos metabdlicos sdo mais lentos
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e o proprio revestimento serve como barreira fisica no controle dessa perda de
fluidos (MA et al., 2019; MELO et al., 2018; SAHARAN et al., 2015; SILVA et al., 2020).

Assim, a bioembalagem de quitosana é capaz de suprimir a respiragao,
modificar a microatmosfera, reduzindo concentracao de oxigénio e aumentando de gas
carbonico, além de reduzir atividade do etileno (relacionado a maturacao). E todos
esses efeitos sdo melho- res observados sob refrigeracdo, uma vez que o frio por si s
reduz atividades metabdlicas (HASHIM; YOUSSEF; ABD-ELSALAM, 2019; MA et al.,
2019; MELO et al., 2020).

A forma mais convencional de revestimento € por imersdo do alimento na
solucdo contendo as nanoparticulas. Outro método de aplicacéo é por borrifamento
dessas substan- cias sobre o alimento. Existe ainda a possibilidade de formacéo de
filmes comestiveis com base em nanoparticulas quitosana que séo elaborados
separadamente e entdo aplicados sobre o alimento.

Processo semelhante ao envolvimento de alimentos com filme PVC (policloreto
de vinila) (HASHIM; YOUSSEF; ABD-ELSALAM, 2019; LIN; GU; CUI, 2019;
MOHAMMADI; HASHEMI; HOSSEINI, 2015).

Um detalhe importante quando se trata da aplicacdo de nanoparticulas de
qguitosana como revestimento, € que essas particulas, em geral, ndo apresentam
capacidade de for- macéo de gel, necessitando entdo de alguma substancia com tal
propriedade para serem diluidas e poder revestir o alimento. Dentre as substancias
utilizadas é frequente o uso do gel de quitosana, gelatina, glicerol e outros. Assim, as
nanoparticulas sao diluidas numa solu¢do com propriedade de formacéao de gel e, os
alimentos séo inseridos nessa mistura de gel com nanoparticulas por determinado
tempo. Apos a retirada do alimento e devida secagem, um filme é formado sobre toda
sua superficie conferindo-lhe todos os mecanismos de protecao ja citados. Ja no caso
de alimentos de origem animal, a aplicacdo de nanoparticulas de quitosana pode
contribuir na conservacdo prevenindo a oxidagdo lipidica, elevacdo do pH e
proliferagcdo microbiana, mantendo a coloracdo e demais aspectos sensoriais, como
em hambdurgueres, carne fresca e peixes (GHADERI-GHAHFAROKHI et al., 2017,
MARTINEZ- HERNANDEZ; AMODIO; COLELLI, 2017; MELO et al., 2020).

A resisténcia do revestimento € uma propriedade mecéanica que depende da

estrutura e composicdo das substancias utilizadas na sua producao. O peso molecular
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da quitosana influencia diretamente esse parametro, assim como a concentracao das
nanoparticulas e outras substancias adicionadas. A atividade antioxidante pode ser
influenciada também, uma vez que pesquisas apontam que quitosana de baixo peso
molecular apresentam maior atividade antioxidante total se comparada com a de alto
peso molecular. Da mesma forma, a atividade antimicrobiana do revestimento pode ser
afetada por esses fatores (AMJADI et al., 2020; KRITCHENKOV et al., 2020; ORTIZ-
DUARTE et al., 2019; SIDDAIAH et al., 2018).
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A permeabilidade ao oxigénio do revestimento € outro fator de grande importancia
para a conservacdo dos alimentos. O oxigénio pode induzir reacdes de oxidacao que
resultam em alteracdes das caracteristicas dos alimenticios (sabor, cor e odor) e
deterioragdo dos nutrientes. Portanto, os filmes de revestimentos devem ter uma
permeabilidade adequada para prolongar a vida de prateleira do alimento. A troca de
vapor d’agua entre o alimento e o meio externo também afeta a qualidade do produto.
Um importante requisito para o reves- timento & prevenir ou reduzir a troca de umidade
entre o alimento e a atmosfera circundante (KRITCHENKOV et al., 2020).

A elevada concentracdo de nanoparticulas de quitosana e outras substancias
(6leos essenciais, prata, cobre e etc.) no revestimento de alimentos pode nédo ser
desejavel, uma vez que elas podem se aglomerar e influenciar diretamente na
plasticidade do revesti- mento, induzindo sua ruptura, aumentando a permeabilidade
ao oxigénio e vapor d’agua (KRITCHENKOQV et al., 2020; ORTIZ-DUARTE et al., 2019;
YADAV; MEHROTRA; DUTTA,

2021). Na tabela 1 é possivel verificar a aplicacdo de nanoparticulas de
quitosana e seus derivados, associados ou ndo com diversas substancias, em
alimentos.

Tabela 1. Nanoparticulas de quitosana aplicados em alimentos

SUBSTAN TECNIC ALIME FINALIDA RESULTAD OS AUTORE
CIAS A NTOS DE S E ANO

Nanoparticu Gelatiniz Cenoura Manutengéo da MARTINE
las de quitosa- na-acdo idnica —minimamen- te Higieniza qualidade microbioldgica eZ- HERNANDEZ;
carvacrol TPP processada ¢é&o sensorial AMODIO;

COLELLI, 2017

Reducdo da taxa de

Nanoparticu Gelatiniz respiragdo, manuten- ¢éo da ALI
las de quitosa- na-acdo idnica — Pepino Coberturaseguranca  microbiolégica, MOHAMMADI;
OE de canela TPP comestivel peso do fruto e a qualidadeHASHE- Ml,

dos pepinos duranteHOSSEINI, 2015
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armazenamento
Avaliar Retardamento do
Nanoparticu Gelatiniz Cogum estabilidade antio-efeito do escurecimen- to OJEDA et

las de quitosa- na-acdo ibnica —elo  minima-xidante e reduzirenzimatico, manutencaoal., 2019
acido ascorbico TPP mente escureci- mentoda firmeza, maior teor de
processado enzimatico compostos fendlicos e ati-
vidade antioxidante
Retardamento do

desenvolvimento de

Nanoparticu Método Aplicacéo B. cinerea nas HASHIM;
las de quitosa- na-de precipitacdo Uva deem spray parauvas em laboratério e noYOUSSEF; ABD-
cobre- silica com sonicagdo —mesa controle docampo de cultivo. Autores ELSALAM,

Sulfato de sdodio desenvolvi- sugerem possibilidade de2019

anidro mento fungico atividade sinérgica da
associacao de
nanoparticulas de

guitosana e silica

Retardo na
Nanopartic Gelificag maturacdo, manutencdo dos
ulas de quito-&oibnica — TPP Uva de Coberturaatributos umidade, acidez e MELO et
sana mesa comestivel sélidos solu- veis. Atividadeal., 2018

contra S. aureus, L. mo-
nocytogenes, P aeruginosa,

Salmonella spp. e E.coli.

Nanopartic Emulsdod Nanofibra Controle de L.
ulas de quito-leoemaguae Queijo como revesti-monocytogenes e S. au- LIN; GU;
sana-0leo degelificagdo ionicaCheshire mento reus noqueijo.GUI, 2019
moringa-ge- latina — TPP Naoafetounegativamen- te

atributos sensoriais
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QUITOSANA NA AGRICULTURA

A utilizacdo de nanoparticulas de quitosana ou de seus derivados em alimentos
€ ampla, tendo pesquisas com produtos de origem vegetal e animal, desde queijos,
produtos carneos, peixes, uvas, morangos, cerejas, entre outros. E esta aplicacdo néo
se limita, no caso de vegetais, ao pés- colheita, uma vez que estudos demonstram
gue aplicacao de formas nanoparticuladas da quitosana podem ser aplicadas durante
o cultivo, melhorando caracteristicas proprias dos alimentos, como teor de compostos
fendlicos, atividade anti- microbiana e antioxidante. Dentre outros beneficios
relacionados a aplicacdo da quitosana no cultivo, pode-se relatar o tratamento de
sementes, melhorando o combate a infec¢des fungicas, amplificando os mecanismos
de defesa da planta (AMJADI et al., 2020; CAMPOS et al., 2018; DIAO; HUAN;
CHITRAKAR, 2020; LI et al., 2019).

Como ja dito, a quitosana pode ser uma aliada no pré e pds-colheita. A
manipulacéo ge- nética, manejo da cultura, uso de fertilizantes e defensivos agricolas séo
meios utilizados para melhorar a producéo e reduzir o volume de perdas devido pragas
e doencas. Influenciando diretamente na manutencdo da oferta e da qualidade dos
alimentos. Nesse contexto, estu- dos apontam que a aplicacdo de nanoparticulas de
guitosana em sementes antes do plantio pode induzir resisténcia sistémica a doencas
fungicas em diversos tipos de plantas, como em tomate, trigo, milhete e arroz
(SAHARAN et al., 2015; SIDDAIAH et al., 2018).

Quando submetidas a algum patégeno ou estresse por fator abiético, muitas
plantas produzem proteinas e peptideos de baixo peso molecular que apresentam
atividade anti- microbiana, as chamadas proteinas relacionadas a patogénese.
Algumas dessas proteinas sdo enzimas hidroliticas, como a quitinase e a [1-1,3-
glucanase. Considerando que o exoes- queleto de insetos e parede celular fiUngica sao
compostos por quitina e/ou [1-D-glucano, a quitinase e [1-1,3-glucanase sdo capazes
hidrolisar esses elementos, decompondo a pare- des celular, evitando assim o
desenvolvimento do fungo na planta. Nesse sentido, tem-se observado o efeito da
quitosana em estimular a producéo dessas proteinas relacionadas a patogénese como

mecanismo de defesa da planta para infeccdes futuras (SAMARAH et al.,, 2020;
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SATHIYABAMA; MANIKANDAN, 2018).

Outra forma de atuagdo como agente elicitor da quitosana, é pelo estimulo a
producdo e acumulo de metabdlitos secundarios relacionados a ao sistema de defesa
do vegetal. Pode-se destacar as fitoalexinas (inclusas em varias classes: terpendides,
isoflavonoides e alcaloides), que sdo compostos antifingicos e antioxidantes; os
precursores da lignina, que estad relacionada diretamente com maior resisténcia
mecanica da parede celular da planta a penetracao de fungos; os compostos fenélicos
(como o acido rosmarinico, acido cloro- génico) com atividades antioxidante e

antimicrobiana; e a melhor deposicéo de placas de
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calose, como resposta a ferimento causado pela penetracdo do fungo
(MOHAMED, 2019; SIDDAIAH et al., 2018).

Deve-se destacar o potencial das nanoparticulas de quitosana e derivados
guando comparadas com a quitosana na sua forma macro. Uma vez que as evidéncias
e pesquisa- dores sugerem que a utilizacdo das nanoparticulas, em concentracfes
inferiores em relacdo a quitosana em seu estado natural, apresentam a mesma
atividade ou ainda superior como elicitador em plantas usadas na alimentacao
humana. Essa atividade estimulante de resis- téncia esta relacionada a atividade de
algumas enzimas de defesa das plantas, junto com a peroxidase, catalase, fenilalanina
amonia-liase, superoxido dismutase e oxidase (LI et al., 2019; MA et al., 2019;
SIDDAIAH et al., 2018).

Em estudo realizado por Silva et al. (2020) foi realizada aplicacédo, em videiras
da variedade Souséo, de solucfes de quitosana e nanoparticulas de quitosana para
avaliacdo comparativa dos teores de compostos fendlicos, atividades antimicrobiana e
antioxidante dos extratos alcodlicos das sementes, cascas e caules das uvas tratadas
e nao tratadas. Em li- nhas gerais, observaram aumento na concentracdo de
compostos fendlicos, atividade an- tioxidante e antimicrobiana daquelas que foram
tratadas com as solucdes de quitosana e nanoparticulas de quitosana em relacao
aguelas nao tratadas. No entanto, os autores relatam surpresa ao nao identificarem
melhor atividade nesses parametros do grupo das nanoparticulas em comparacéo ao
grupo tratado apenas com a quitosana.

O controle de pragas é uma das arduas tarefas para produtores de alimentos. A
aplica- cdo de inseticidas e repelentes torna-se pratica constante nos campos, no
entanto, muitas dessas substancias estdo sendo suspeitas de serem prejudiciais ao
meio ambiente e seres humanos. Assim, estudos estdo sendo realizados com
substancias naturais, como a quito- sana, para atuarem como inseticidas. A
associacdo de nanoparticulas de quitosana consti- tuintes de oleos essenciais ja
demonstrou atividade inseticida e repelente contra Helicoverpa armigera (lagarta) e

Tetranychus urticae (acaro) em feijao (CAMPOS et al., 2018).

CONCLUSAO
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Com as informacgfes apresentadas fica evidente que as nanoparticulas de
quitosana e seus derivados possuem papel importante quando se trata da alimentacéo
humana, uma vez que podem auxiliar na producdo, como agente estimulante de
crescimento, de resisténcia a pragas e doencas. E também atuam na conservacao
dos alimentos, prolongando a vida de prateleira e mantendo a qualidade dos mesmos.
Com isso, € possivel pressupor que a utilizagcdo das nanoparticulas de quitosana em
beneficio da alimentacdo humana estara cada dia mais presente num futuro nao tao

longinquo.
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