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(57) Resumo: DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS ANTIMICROBIANOS A BASE DE
NANOPARTICULAS DE GOMA ARABICA-QUITOSANA/CLORIDRATO DE QUITOSANA CONTENDO
OLEO DA SEMENTE DE MARACUJA. A invencdo compreende o desenvolvimento de produtos
nanotecnoldégicos com propriedade antimicrobiana a base de nanoparticulas de goma
ardbicaquitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da semente de maracuja. As particulas
desenvolvidas apresentaram tamanho nanométrico, baixa polidisperséo, carga positiva e mostraram-se
estaveis, conservando seus aspectos macroscopicos e suas caracteristicas acima citadas ao longo de
30 dias de armazenamento, além da auséncia de formacdo de grumos ou separagdo de fases. A
analise da estrutura quimica confirmou a nanoencapsulacéo do 6leo e a auséncia de interacdo quimica
entre 0s materiais de parede e os compostos do mesmo. A microscopia eletrdnica de varredura
evidenciou a estrutura esférica uniforme, sem a presencga de fissuras e ondulagées em sua superficie e
as andlises de concentracao inibitdria minima frente a bactérias e fungos atestaram a capacidade
antimicrobiana das nanoparticulas elaboradas com o 6leo de semente de maracuja. Diante dos
resultados de caracterizacdo quimica, morfolégica e analises antimicrobianas, infere-se que essas
particulas podem ser direcionadas para o nanocarreamento de compostos funcionais em diversas
areas como alimentos e farmacéutica, além de serem uma alternativa como antimicrobiano natural.
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DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS ANTIMICROBIANOS A BASE DE
NANOPARTICULAS DE GOMA ARABICA-QUITOSANA/CLORIDRATO DE
QUITOSANA CONTENDO OLEO DA SEMENTE DE MARACUJA

Campo dainvengéo

[001] A presente invencdo compreende o0 desenvolvimento de produtos
nanotecnoldgicos com propriedade antimicrobiana a base de nanoparticulas de goma
arabica-quitosana (NPQ-OSM)/cloridrato de quitosana (NPC-OSM) contendo 6leo da
semente de maracuja (OSM) para aplicagdo em alimentos e farmacos

Fundamentos da invencgéo

[002] Nanoparticulas de quitosana e cloridrato de quitosana apresentam um potencial
inovador para aplicacdo em matrizes alimentares e farmacéuticas. Também podem ser
usadas como carreadores de produtos bioativos, tais como os &cidos graxos
polinsaturados, fitosterdis, tocoferdis, compostos fendlicos e carotendides,
proporcionando maior estabilidade oxidativa a esses compostos, manutencdo das

atividades bioldgicas, e também a liberac&o controlada dos bioativos.

[003] As tecnologias de conservacao que vem sendo comumente aplicadas, a fim de
preservar a qualidade de alimentos, como por exemplo, métodos fisicos e quimicos
podem apresentar desvantagens no que se refere a qualidade sensorial, nutricional e
problemas relativos a satde do consumidor, especialmente em se tratando dos métodos
quimicos. Diante disso tem-se buscado alternativas naturais que sejam seguras, eficazes

e que possam preservar a qualidade dos alimentos, prolongando seu tempo de vida util.

[004] Uma estratégia promissora para conservacdo de alimentos € a aplicacdo da
nanotecnologia associada a utilizagdo de compostos bioativos naturais como o 6leo de
semente de maracuja. A aplicacédo deste 6leo, obtido a partir das sementes, favorece a
minimizacdo do impacto ambiental gerado pelo descarte desse subproduto agregando

valor a cadeia produtiva desse fruto.

[005] Esse tipo de método de conservagdo pode gerar interesse comercial para

industrias de alimentos, uma vez que a metodologia de elaboracdo ndo envolve tempo
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elevado, maquinario sofisticado, tampouco dificuldade ou risco de manuseio dos
produtos quimicos. Assim, diante desses aspectos, esses revestimentos poderiam ser

elaborados nas proprias plantas industriais e aplicados diretamente nos alimentos.

[006] Tem-se na nanomedicina umas das principais vertentes da nanotecnologia, tendo
como exemplo a sua aplicagdo na administracdo de farmacos (SAHU et al., 2021).
Através de nanocarreadores, esses medicamentos tém seu transporte potencializado
para seus 6rgéaos e tecidos-alvo. Através do emprego da nanotecnologia em farmacos,
compostos de baixa solubilidade e absorcao reduzida podem ter sua biodisponibilidade
ampliada (BAJRACHARYA et al., 2019).

[007] Em tratamentos especificos, como a quimioterapia, 0os nanomedicamentos
favorecem a reducédo da toxicidade das substancias no organismo e, consequentemente,
seus efeitos colaterais, uma vez que o farmaco sera levado diretamente ao seu local de
acdo, ao contréario de terapias convencionais (BAJRACHARYA et al., 2019; SAHU et al.,
2021).

[008] As nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana-6leo da
semente de maracuja podem ser utilizadas na encapsulacdo de compostos bioativos,
Oleos e farmacos e serem aplicadas na conservacdo de alimentos em geral, seja
incorporadas as formulacfes alimenticias ou na forma de coberturas comestiveis que
promoverao a conservacao de alimentos de origem animal ou vegetal em decorréncia da
capacidade antimicrobiana intrinseca da quitosana/cloridrato de quitosana e dos

compostos ativos presentes no 6leo de semente de maracuja.
Breve descricdo dos desenhos
A Figura 1 apresenta o aspecto visual das formulagfes apés 30 dias.

A Figura 2 apresenta a avaliacdo da estabilidade das dispersdes de nanoparticulas

durante 30 dias de armazenamento sob refrigeracao.
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A Figura 3 apresenta morfologia das nanoparticulas elaboradas NPQ-OSM (a e b) e
NPC-OSM (c e d).

A Figura 4 apresenta os espectros de infravermelho do OSM (a), nanoparticulas brancas
de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana (b e ¢), NPQ-OSM e NPC-OSM (d e

e).

A Figura 5 apresenta a concentracéo inibitéria minima (CIM) (mg/mL) das nanoparticulas

elaboradas.

A Figura 6 apresenta o esquema de obtencdo das nanoparticulas de goma arébica-
quitosana/cloridrato de quitosana contendo o OSM (NPQ-OSM e NPC-OSM).

Descrigdo da invengéao

[009] O cultivo de maracuja constitui uma importante atividade geradora de renda e
desenvolvimento do agronegdécio nacional (ARAUJO et al., 2020; LUCARINI et al., 2019).
No entanto, a utilizacao industrial do maracuja gera uma elevada producéo de residuos
como as sementes, culminando em entraves significativos para a sustentabilidade da
cadeia produtiva e seu reaproveitamento favorece a minimizacao do impacto ambiental
gerado pelo manejo inadequado de subprodutos, assim como a agregacao de valor a
cadeia produtiva do maracuja (ARAUJO et al., 2020; LIMA; XAVIER JUNIOR;
STAMFORD, 2020). Sabe-se que suas sementes sdo ricas em acidos graxos, fitosteraois,
tocoferdis, compostos fendlicos, carotendides e representam uma fonte alternativa de
6leos com propriedades funcionais (antioxidante e antimicrobiana). (ARAUJO et al.,
2020; LIMA; XAVIER JUNIOR; STAMFORD, 2020). Apesar dos beneficios, acidos
graxos essenciais presentes nos 6leos, sdo susceptiveis a reagbes de oxidacdo e
degradacdo, principalmente na presencga de luz, oxigénio e umidade (SOARES et al.,
2019; JURIC et al., 2020).
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[0010] Uma alternativa promissora para a protecao da bioatividade de 6leos vegetais é a
nanoencapsulacdo, que se refere ao encapsulamento em capsulas ou vesiculas em
escala nanométrica, como estratégia para minimizar sua degradacdo durante o
processamento, distribuicdo e armazenamento (TIMILSENA et al., 2017; CARRILLO-
INUNGARAY, et al., 2018). Um dos principais objetivos da incorporacéo de compostos
bioativos em nanoparticulas é a protecéo destes contra fatores intrinsecos e extrinsecos
(umidade, temperatura, luz, oxigénio, degradacdo enzimatica, pH). No entanto, os
beneficios da escala nanométrica também se refletem no aumento da solubilidade, acéo
antimicrobiana, estabilidade, biodisponibilidade e liberacdo controlada de compostos
encapsulados (JAFARI, 2017; PRAKASH et al., 2018).

[0011] A escolha do material de parede em sistemas de encapsulacdo é fundamental,
ndo apenas para a protecdo dos compostos encapsulados, mas também para a
estabilidade e as caracteristicas dos nanossistemas resultantes (DELSHADI et al., 2020;
KEDIA; DUBEY, 2018). A encapsulacédo de compostos bioativos, em especial de 6leos
vegetais e essenciais, em matrizes biopoliméricas tém apresentado resultados
promissores quanto a eficacia de encapsulacao, a estabilidade e a funcionalidade das
nanoparticulas e do 6leo encapsulado (ATTALLAH, 2020; CAMPO et al., 2017; SUN et
al., 2021).

[0012] Dentre esses materiais de parede estd a quitosana, um polissacarideo
semicristalino linear, derivado da desacetilacdo parcial da quitina, encontrada no
exoesqueleto de crustaceos, moluscos, anelideos e insetos, e nas paredes celulares de
fungos e leveduras (KUMAR; SHAHID, 2020). A quitosana se destaca por ser um dos
biopolimeros mais empregados na nanotecnologia, sendo formada por duas unidades
de repeticédo: B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina e (3-(1—4)-D-glucosamina (EL KNIDRI et
al., 2018; MALERBA & CERANA, 2019; VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017). Destaca-
se por suas propriedades fisico-quimicas e funcionais, como a capacidade de formacao
de filmes, de adsor¢ao e de quelacéo de metais, atividade antimicrobiana, antitumoral e
antioxidante, biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade. Sua aplicagéo &
bastante ampla em areas de ciéncia e tecnologia, com destaque na area de ciéncia e

tecnologia dos alimentos, farmacéutica e cosmética, visto que € um material considerado
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GRAS (Geralmente reconhecido como seguro, do inglés Generally Recognized as Safe)
pela Food and Drugs Administration (FDA) (EHF, 2012; KUMAR et al., 2019).

[0013] Devido a atividade antimicrobiana, a quitosana e seus derivados vém sendo
amplamente aplicados em alimentos, como bebidas, produtos carneos, frutas, hortalicas
(TIAN; LIU, 2020). Particularmente em frutas, pode-se observar outros beneficios, pois
a quitosana, sob a forma de revestimento comestivel, além de conferir protecéo
microbiana, funciona como barreira semipermedvel, prolongando a vida de prateleira do
alimento por retardar sua maturacéo, regulando as trocas gasosas com desaceleragéo
da respiracao do vegetal (NAIR et al., 2020; OLIVEIRA; OLIVEIRA JUNIOR, 2020).

[0014] As propriedades da quitosana podem ser potencializadas mediante modificacéo
quimica, para melhora de sua solubilidade e estabilidade. Dentre as modificacGes
estruturais estdo os sais de quitosana, com destaque para o cloridrato de quitosana,
composto mais hidrofilico que o acetato e a forma neutra da quitosana, contribuindo para
uma atividade antimicrobiana mais efetiva, sendo utilizada nos setores farmacéutico e
de cosméticos (VISNJAR et al., 2017; LI et al., 2019).

[0015] O cloridrato de quitosana € um sal de cloreto positivamente carregado, obtido por
meio da degradacédo enzimatica da quitosana por quitosanases na presenca de acido
cloridrico, ou por didlise da solucdo de quitosana em acido acético contra cloreto de
sbédio e contra agua deionizada (KUROZUMI et al., 2019; LI et al., 2019). Por suas
propriedades ndo toxicas, biocompativeis, biodegradaveis e antibacterianas, apresenta
uso comum e regular como ingrediente alimentar em paises como o Japdo. Esse
composto mantém e potencializa os beneficios bioldgicos da quitosana tendo a
vantagem de ser soluvel em agua e estavel em pH neutro e basico (até pH 8,0) ndo
necessitando de solucdes acidas para ser dissolvido (FORTUNATI et al., 2017;
KUROZUMI et al., 2019; WU et al., 2015).

[0016] Como mencionado anteriormente, as propriedades apresentadas pela quitosana
e seus sais derivados sdo atrativos que favorecem o interesse da industria de alimentos
além do fato de poderem ser preparados de diferentes formas. Destacam-se 0s tipos de

preparo desse biopolimero sob a forma de géis, filmes, membranas, microesferas e
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nanoparticulas que criam, dessa forma, diversas possibilidades de aplicacdes e em
areas distintas(NAIR et al., 2020; ZHONG et al., 2020).

[0017] De acordo com explicitado acima, o uso de nanoparticulas de quitosana e
cloridrato de quitosana apresenta um potencial inovador para aplicagdo em matrizes
alimentares e farmacéuticas. Também podem ser usadas como carreadores de produtos
bioativos, tais como os acidos graxos polinsaturados, fitoesterois, tocoferois, compostos
fendlicos e carotenoides presentes no 6leo de semente de maracuja, proporcionando
maior estabilidade oxidativa a esses compostos, manutencao das atividades bioldgicas,
e também a liberacdo controlada dos bioativos (MATSHETSHE et al., 2018; LIMA;
XAVIER JUNIOR; STAMFORD, 2020).

[0018] A elaboracao de produtos a base de quitosana, com e sem bioativos incorporados,
vem sendo abordada ndo apenas em trabalhos cientificos, mas também em patentes. A
exemplo disso, tem-se as patentes intituladas de “COMPOSICAO DE UM
REVESTIMENTO COMESTIVEL PARA A PRESERVACAO DE FRUTAS E VEGETAIS,
SEU PROCESSO DE PREPARACAO E FORMA DE APLICACAO EM FRUTAS E
VEGETAIS” (ES201531340A), publicada em 2015; “FORMULACOES DE
COBERTURAS COMESTIVEIS  ANTIMICROBIANAS”  (BR102015030762-4A),
publicada em 2018; “METODO DE REVESTIMENTO DE FILME DE CAMADA DUPLA
PARA INIBIR DOENCAS POS-COLHEITA DE MACA E SUA FORMULA
(CN201911238717.9A), publicada em 2019; “NANOPARTICULA COMPOSTA DE
CLORIDRATO DE QUITOSANA CMC/FA, METODO DE PREPARACAO E APLICAC}AO
DA MESMA” (CN110511444B), publicada em 2019; “FRUIT AND VEGETABLE FRESH-
KEEPING AGENT, AND PREPARATION METHOD AND APPLICATION THEREOF”
(CN113207956A), publicada em 2021. Além destas, pode-se citar aquelas que propdem
o desenvolvimento e aplicacdo desses produtos como sistemas de entrega direcionada
de moléculas biologicamente ativas para o controle de doencas e infec¢des, tal como as
patentes “ESSENTIAL OIL LOADED MUCOADHESIVE NANOCOMPOSITE DELIVERY
SYSTEM FOR GASTROINTESTINAL SYSTEM” (WO2016108774A1) e “CHITOSAN-
BASED SKIN-TARGETED NANOPARTICLE DRUG DELIVERY SYSTEM AND
METHOD” (WO2015072846A1), publicadas em 2014.
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[0019] As nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana-6leo de
semente de maracuja foram preparadas por meio da técnica de coacervagdo complexa
e caracterizadas quanto a sua morfologia, composicdo quimica, estabilidade sob

armazenamento e atividade antimicrobiana (Figura 6).

[0020] Utilizou-se solucdo de quitosana (0,5%-2,0% (m/v), pH~4,0-5,0), preparada em
solucédo aquosa de acido acético (1,0% v/v) sob agitacdo magnética (800-950 rpm), a
25°C por 8-12h. As solucdes de cloridrato de quitosana (0,5%-2,0% (m/v), pH~4,0-6,0) e
goma ardbica (1,5-2,5% (m/v), pH~4,0-5,0) foram preparadas com solubilizacdo em 4gua

ultrapura, em condi¢cdes semelhantes as da solucao de quitosana.

[0021] O preparo das nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana
contendo o Oleo da semente de maracuja (OSM) basearam-se em Rutz et al. (2017),
utilizando a técnica da coacervacao complexa, com algumas modificacdes. Aliquotas de
215-235 mg de OSM e 110-150 mg de Tween 80 (HBL 15,0) foram emulsificadas em 15
mL de solucdo de quitosana/cloridrato de quitosana 0,5%-2,0% (m/v) em
homogeneizador ultra-turrax (8000-9500 rpm) durante 5 minutos. Em seguida, a emulséo
foi mantida em agitacdo magnética (400-600 rpm) por 30 minutos, adicionando-se
posteriormente 15 mL da solucdo de goma arabica por gotejamento.Os sistemas
resultantes seguiram em agitacdo magnética (400-600 rpm) por mais 30 minutos, sendo

submetidas a centrifugacéo (2.000 rpm) por 10 minutos.

[0022] A caracterizacdo das particulas baseou-se em tamanho de particula, indice de
polidispersao, potencial zeta, pH, morfologia e estrutura quimica. As formula¢ées foram
armazenadas sob refrigeracéo (4°C) e avaliadas durante um periodo de 30 dias, quanto
ao0s seus aspectos macroscopicos, tamanho, indice de polidispersao, carga superficial e
pH. Durante a analise de tamanho de particula e de potencial zeta, as amostras foram
diluidas em agua ultrapura filtrada (Millex® 0,22 um) (TAN et al., 2016). Todas as leituras

foram realizadas em triplicata.

[0023] A morfologia das nanoparticulas foi realizada por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Uma aliquota de 5 pL da dispersao fresca de nanoparticulas foi
depositada diretamente em um “stub” e, apés secagem a 25 °C durante 24 horas, foi

recoberta com uma camada de 10 nm de Au-Pd e visualizada em microscopio eletrénico

Peticéo 870230017677, de 02/03/2023, pag. 8/16



8/15

de varredura sob tensao de aceleracao de 10 kV e magnificagéo entre 5.000 e 20.000x
(HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019).

[0024] A estrutura quimica das nanoparticulas elaboradas foi analisada através da
técnica de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os
espectros dessas amostras foram elaborados por um aparelho espectrofotometro
acoplado a acessoério de reflectancia total atenuada ou ATR (Attenuated Total
Reflectance). As amostras foram depositadas em cristal de seleneto de zinco e diamante,
e avaliadas em modo ATR. Foram executadas leituras na regido entre 4.000 cm* e 600
cm?, com 16 varreduras para cada medida e resolucdo de 4 cm™.

[0025] A técnica de microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 pocos foi utilizada para
determinar as concentracfes minimas inibitérias (CIM) das nanoparticulas de goma
arabica-quitosana contendo o 6leo de semente de maracuja (NPQ-OSM) e das
nanoparticulas de goma arabica-cloridrato de quitosana contendo o 6leo de semente de
maracuja (NPC-OSM) frente a bactérias patogénicas (Staphylococcus aureus ATCC
6538, Listeria monocytogenes ATCC 7664, Salmonella sp. ATCC 14028, Escherichia coli
ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 19433 e Bacillus cereus ATCC 14579) e
fungos fitopatogénicos (Aspergillus niger URM 7282 e Colletrotrichum siamense CMM
4077) seguindo metodologia citada por Balouir, Sadiki & lbnsouda (2016), com

adaptacoes.

[0026] Inicialmente, as bactérias testadas foram cultivadas em meio BHI por 24h, a 37°C
e tiveram a concentracéo inicial de seus in6culos ajustada para 1,5 x 108 UFC/mL (escala
0,5 McFarland), enquanto os fungos foram cultivados em meio BDA (batata dextrose)
durante 7 dias, a 25-28 °C para suficiente esporulacdo e a suspensao de seus esporos
foram padronizadas para 10° esporos/mL utilizando um hematocitdmetro. Em cada poco
da microplaca foram adicionadas diferentes concentracbes das amostras (0,75 a 4,5
mg/mL), seguidos do caldo (BHI ou Sabouraud) e do in6culo, totalizando um volume de
100 pL por pogo. Foram utilizados como controles de esterilidade 100 pL do meio e 100
ML da substancia teste; como controle de crescimento 80 uL do meio adicionados de 20

ML do inéculo. Nas microplacas incorporadas com bactérias, apos incubacédo a 37°C por
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24 horas, foram adicionados 30 pL de resazurina em cada poco, sendo a placa
novamente incubada a 37°C por 1 hora. Apés esse periodo, foi avaliada a alteracao de
cor e considerada CIM a menor concentracdo sem crescimento bacteriano visivel. No
caso dos fungos, as microplacas foram incubadas entre 25 e 28°C, durante 4 dias (KIM
et al., 2020), e a CIM foi considerada a menor concentracao da substancia teste que nao

apresentou turvacdo no poco. As analises foram realizadas em triplicata.
Exemplos de concretizacdes da invencao

[0027] As nanoparticulas de goma ardbica-quitosana/cloridrato de quitosana com o 6leo
de semente de maracuja (OSM) incorporado (NPQ-OSM e NPC-OSM) apresentaram
tamanho nanométrico (NPQ-OSM: 185,7 + 47,51 nm; NPC-OSM: 163,77 nm % 3,2) ,
baixa polidispersédo (NPQ-OSM:0,436; NPC-OSM: 0,421) e carga positiva (NPQ-OSM:
18,5 £ 5,65; NPC-OSM: 6,67 = 0,47) (Reivindicagéo 3).

[0028] As formulacdes elaboradas mantiveram o aspecto visual homogéneo (Figura 1A
e 1B) sem formacédo de grumos ou cremagem, ao longo do armazenamento. Em relacao
as caracteristicas fisico-quimicas, ambas as formulacdes (NPQ-OSM e NPC-OSM)
permaneceram com tamanho de particula inferior a 200 nm, PDI abaixo de 0,5 e
potencial zeta positivo durante o periodo avaliado, evidenciando sua estabilidade (Figura

2) (Reivindicacao 4).

[0029] Quanto a morfologia, conforme observado nas imagens obtidas pela técnica de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (Figura 3), as nanoparticulas apresentaram
distribuicdo uniforme, sem aglomerados, e exibiram forma esférica com superficie lisa,
sem a presenca de fissuras, porosidades e rachaduras. Essas sdo caracteristicas
essenciais para retencdo do 6leo encapsulado em seu interior. De acordo com Mehran
et al. (2020), a inexisténcia de fraturas na superficie das nanoparticulas confirma o
sucesso do processo de encapsulacao e capacidade de nanocarreamento de compostos

(Reivindicacéo 1,5, 6)

[0030] Avaliando a estrutura quimica, os espectros das NPQ-OSM e NPC-OSM (Figura
4) apresentaram perfil de bandas semelhante as de suas respectivas nanoparticulas
brancas (NPQ e NPC) e ao do OSM, reforcando a efetividade do processo de

encapsulacdo do 6leo. Uma vez que os picos caracteristicos do OSM e das NPQs e
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NPCs apareceram nos espectros das NPQ-OSM e NPC-OSM em numeros de onda
semelhantes ou muito proximos e pela auséncia de novos picos, pode-se inferir que néo
houve reacdo quimica entre os grupos funcionais do Oleo e dos materiais de parede,
configurando como um processo fisico de interacdo e aprisionamento do 6leo ou de
qualquer outro composto (HOSSEINI et al., 2013; TAVARES et al., 2019) (Reinvidicacao
1,6,9)

[0031] Em relacdo a atividade antimicrobiana, as concentraces minimas inibitérias
(CIM) obtidas para as nanoparticulas contendo o 6leo nanoencapsulado (NPQ-OSM e
NPC-OSM) estao relacionadas na Figura 5. Os resultados demonstram que as CIM de
NPQ-OSM e NPC-OSM foram iguais perante as bactérias estudadas, apresentando
melhores resultados para S. aureus e E. coli. Ja com respeito aos fungos Aspergillus
niger e Colletrotrichum siamense pode-se notar que diferente do observado para as
bactérias patogénicas, as nanoparticulas a base de quitosana e cloridrato de quitosana
com o 6leo nanoencapsulado apresentaram resultados diferentes de CIM. Os valores de
CIM das NPC-OSM foram inferiores aos valores de CIM das NPQ-OSM frente a ambos
os fungos, o que demonstra a atividade antifingica superior das nanoparticulas de
cloridrato de quitosana em comparacgéo as de quitosana (Reinvidicacao 7, e 8).
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REIVINDICACOES

1- Nanoparticula de goma arabica-quitosana contendo Oleo de semente de maracuja
(NPQ-OSM) e nanoparticula de goma arabica-cloridrato de quitosana contendo 6leo de
semente de maracuja (NPC-OSM) caracterizados por serem potenciais

nanocarreadores de compostos bioativos.

2- Nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da
semente de maracuja, citada na Reivindicacao 1, caracterizadas por nanoencapsular o

referido Oleo vegetal por meio da técnica de coacervacado complexa.

3- Nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da
semente de maracuja, citada na Reivindicacdo 1, caracterizadas por apresentarem
tamanho nanométrico (NPQ-OSM: 185,7+47,51 nm; NPC-OSM: 163,77 nmz3,2) , baixa
polidispersdao (NPQ-OSM:0,436; NPC-OSM: 0,421) e carga positiva (NPQ-OSM:
18,5+5,65; NPC-OSM: 6,67+0,47).

4- Nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da
semente de maracuja, citada na Reivindicacdo 1, caracterizadas por sua capacidades
de manterem-se estaveis ao longo de 30 dias de armazenamento, sem formacdo de
grumos ou cremagem e permanecerem com tamanho de particula inferior a 200 nm, PDI

abaixo de 0,5 e potencial zeta positivo durante o periodo avaliado.

5- Nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da
semente de maracuja, citada na Reivindicagdo 1, caracterizadas por apresentarem
distribuicdo uniforme, sem aglomerados, e exibiram forma esférica com superficie lisa,
sem a presenca de fissuras, porosidades e rachaduras, de acordo com a microscopia

eletrénica de varredura (MEV).

6- Nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da
semente de maracuja, citada na Reivindicacdo 1, caracterizadas por serem efetivos
sistemas de encapsulagdo do 6leo de semente de maracujd por ndo apresentarem

espectros de infravermelho indicativos de reacdo quimica entre os grupos funcionais do
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Oleo e dos materiais de parede, configurando como um processo fisico de interacdo e

aprisionamento do 6leo ou de qualquer outro composto nanoencapsulado.

7- Nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da
semente de maracuja, citada na Reivindicacdo 1, caracterizadas por exercerem
atividade antimicrobiana perante as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Listeria monocytogenes ATCC 7664, Salmonella sp ATCC 14028, Escherichia coli ATCC
25922, Enterococcus faecalis ATCC 19433 e Bacillus cereus ATCC 14579) e os fungos
fitopatogénicos Aspergillus niger URM 7282 e Colletrotrichum siamense CMM 4077.

8- Nanoparticulas de goma arabica-quitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da
semente de maracuja, citada na Reivindicacdo 1, caracterizadas por seu potencial
antimicrobiano, podendo atuar como uma alternativa de antimicrobiano natural em

alimentos.

9- Nanoparticulas de goma arébica-quitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da
semente de maracuja, citada na Reivindicacdo 1, caracterizadas por seu potencial
encapsulante, podem ser excelentes nanocarreadores para compostos bioativos com

aplicacdo tanto na area de conservacao de alimentos, farmacéutica ou afins.
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DESENHOS

Figura 1
Tempo NPQ-OSM NPC-OSM
Dias (nm) PDI ¢ (mV) pH @ (nm) PDI ¢ (mV) pH
0 185,7+4751 0436 18,50+5,65 4,46 +0,20 163,77 +3,2 0421 6,67+047 4,16 +0,22
7 161,1+2060 0322 7,78+281 4,23x0,13 1406+£84 0415 1550+0,80 4,13+0,08
21 161,2+1647 0324 815214 3,97 £0,04 138,0+6,6 0,323 8,60+0,92 4,08 + 0,08
30 161,3+1957 0302 5652+ 1,46 3,98 £ 0,02 1381+95 0,318 1142+322 4,08 +0,02

NPQ-0SM: nanoparticulas de goma arabica-quitosana contendo o dleo da semente de maracuja; NPC-OSM: nanoparticulas de goma arabica-cloridrato
de quitosana contendo o éleo da semente de maracuja; e: tamanho de particula; PDI: indice de polidisperséo; Potencial {: potencial zeta. Resultados
representados como valor médio + desvio-padrio.

Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Microrganismos NPQ-OSM* NPC-OSM*
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 2,25 2,25
Listeria monocytogenes (ATCC 7664) 3,00 3,00
Salmonella sp. (ATCC 14028) 3,00 3,00
Escherichia coli (ATCC 25922) 2,25 2,25
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 3,00 3,00
Bacillus Cereus (ATCC 14579) 3,00 3,00
Colletotrichum siamense (CMM 4077) 3,00 0,75
Aspergillus niger (URM 7282) 4,50 1,50

NPQ-OSM: nanoparticulas de goma arabica-quitosana contendo o 6leo da semente de
maracuja; NPC-OSM: nanoparticulas de goma arabica-cloridrato de quitosana contendo
o 6leo da semente de maracuja.

* A concentracdo inibitoria minima foi expressa em termos de concentracdo de 6leo da
semente de maracuja nas nanoparticulas.

Figura 5
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Figura 6
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DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS ANTIMICROBIANOS A BASE DE
NANOPARTICULAS DE GOMA ARABICA-QUITOSANA/CLORIDRATO DE
QUITOSANA CONTENDO OLEO DA SEMENTE DE MARACUJA

RESUMO

A invencdo compreende o desenvolvimento de produtos nanotecnoldgicos com
propriedade antimicrobiana a base de nanoparticulas de goma arabica-
guitosana/cloridrato de quitosana contendo 6leo da semente de maracuja. As particulas
desenvolvidas apresentaram tamanho nanométrico, baixa polidisperséo, carga positiva
e mostraram-se estaveis, conservando seus aspectos macroscopicos e suas
caracteristicas acima citadas ao longo de 30 dias de armazenamento, além da auséncia
de formacao de grumos ou separacao de fases. A analise da estrutura quimica confirmou
a nanoencapsulacéo do 6leo e a auséncia de interacdo quimica entre os materiais de
parede e os compostos do mesmo. A microscopia eletrénica de varredura evidenciou a
estrutura esférica uniforme, sem a presenca de fissuras e ondulagfes em sua superficie
e as analises de concentracao inibitéria minima frente a bactérias e fungos atestaram a
capacidade antimicrobiana das nanoparticulas elaboradas com o 6leo de semente de
maracuja. Diante dos resultados de caracterizagdo quimica, morfolégica e analises
antimicrobianas, infere-se que essas particulas podem ser direcionadas para o
nanocarreamento de compostos funcionais em diversas areas como alimentos e

farmacéutica, além de serem uma alternativa como antimicrobiano natural.
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