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Resumo

A contaminagdo por patdogenos ¢ um problema global e esta relacionada a aproximadamente 25% das
perdas totais de frutas e hortali¢as. Os antimicrobianos sintéticos empregados com o objetivo de
minimizar essas perdas podem gerar problemas ambientais indesejaveis e observa-se paralelamente
um aumento pela preferéncia por alimentos saudaveis ausentes de contaminantes quimicos. Uma
alternativa para atender essas demandas ¢ o desenvolvimento de fungicidas naturais, biodegradaveis,
que possam atuar de maneira satisfatoria. Neste contexto, a quitosana tem sido considerada como uma
alternativa viavel para o desenvolvimento de antimicrobianos, principalmente por ser um material
biodegradavel e oriundo de fontes naturais. No presente trabalho, o potencial de suspensdes de
nanoparticulas do sistema Quitosana-Tripolifosfato (Qui-TPP) ¢ avaliado como antifiingico natural
para aplicagdo topica em frutas via spray, considerando que quanto maior a area, maior sera a
interagdo superficial entre a quitosana e os patdgenos. As nanoparticulas foram sintetizadas pelo
método de gelatinizagdo ionotrdpica e avaliadas nas concentragdes de 2 e 10g/L e ensaios preliminares
conduzidos in vitro pela analise da inibi¢ao do fungo Penicillium expansum inoculados em meio PDA.
As particulas obtidas apresentaram formato esférico, com aspecto homogéneo e organizadas em
aglomerados, no caso das amostras pré-centrifugacdo e com boa dispersdo, no caso das amostras pos-
centrifugacdo. Particulas com menores tamanhos foram encontrados no sobrenadante tanto na
concentracdo de 2g/L. como na de 10g/L: 140 e 760 nm, respectivamente. Os ensaios microbiologicos
indicaram um menor crescimento flingico na presenga das nanoparticulas na maior concentragdo
avaliada em comparagdo com o controle, indicando o potencial do uso de quitosana na forma de spray
como antifungico natural contra o Penicillium expansum.
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN-TPP NANOPARTICLES AS
AND THEIR POTENTIAL AS A NATURAL ANTIFUNGAL AGENT

Abstract

The food contamination by pathogen is a problem in worldwide scale. It is related to approximately
25% of the total losses of fruits and vegetables. The synthetic antimicrobials ordinary used to reduce
such losses can generate environmental impacts which along with an increasing by the consumers
options for healthy food, without chemical have move up the search for new natural antimicrobials.
An alternative for these demands is the development of non-aggressive agents which can act on
satisfactory way. In such context, the chitosan has been considered as a feasible material. In the
present study, a nanoparticle suspension from the chitosan tripolyphosfate (Chit-TPP) system is
evaluated as antifungal agent. The nanoparticles were produced by the ionotropic gelatinization
process and evaluated at concentration of 2 and 10 g/L and in vitro analyses were carried out against
the fungi Penicillium expansum in PDA medium. The particles have spherical format, with
homogeneous size distribution, in agglomerated form when in pre-centrifuged and well dispersed in
pos-centrifuged condition. Smaller sized particles were attained in the supernatant either in the
concentration of 2 and 10 g/L. The microbial essays indicated an inferior growth in the medium with
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nanoparticles, showing the potential of using chitosan nanoparticles is spray form as natural agent
against Penicillium expansum.
Keywords: antifungal; protective coatings; post-harvest losses; chitosan.
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1 INTRODUCAO

O Brasil perde cerca de 22% das 41 milhdes de toneladas de sua producao anual de frutas e
hortaligas. Estima-se que do total das perdas 25% sejam consequéncia da contaminagdo por patdgenos
de origens diversas (GUSTAVSSON et al., 2011). Um dos fungos de maior incidéncia e que contribui
para esses altos indices de perdas sdo os do género Penicillium sp.. Estes constituem em fungos
oportunistas os quais ndo somente sao responsaveis pela podridao de frutas e hortaligas, como o bolor
azul (Blue mold), mas também produzem metabdlitos toxicos como micotoxinas, com potenciais
efeitos a saude humana e animal como doengas hepaticas e neurais e alteracdes mutagénicas
(NARAYANASAMY, 2005).

Para o combate deste problema, ha diversos antiflingicos sintéticos como o tiabendazol, o
benomil ¢ o iprodione. Embora eficientes, estes agentes podem gerar problemas ambientais de dificil
remediacdo, havendo assim uma pressdo para o desenvolvimento de alternativas que sejam menos
agressivas (TRIPATHI, 2004). Neste contexto, a quitosana tem sido considerada como ideal para o
desenvolvimento deste tipo de material, considerando sua origem natural e abrangente atividade
antimicrobiana (GOY et al., 2009). A quitosana é um polimero considerado seguro ao consumo
humano - GRAS e tem sido largamente explorada, principalmente como agente protetor, seja na
formagdo de coberturas comestiveis (BRITTO et al., 2012) ou na produgdo de nanoparticulas de
reforco (MARTELLI et al., 2013) ou para o encapsulamento de vitaminas (BRITTO et al., 2014).

Por ser a atividade antifingica uma agdo basicamente de interacdo superficial: os sitios
eletricamente carregados das lipoproteinas presentes na parede celular dos microrganismos interagem
com os grupos protonados das cadeias da quitosana (GOY et al.,, 2009), quanto maior a area
superficial maior sera a intensidade dessas reagdes. Ou seja, a quitosana na forma de nanoparticulas
apresenta uma maior atividade antimicrobiana que se empregada na forma de filme. A formacdo de
suspensdo de nanoparticulas de quitosana como agente antimicrobiano em alimentos ja foi testado
com resultados promissores (PILON et al., 2015).

A produgdo de nanoparticulas pelo sistema Quit-TPP e sua avaliagdo, neste momento in vitro,
de sua capacidade inibitdria contra fungos Penicillium expansum ¢é o principal objetivo deste trabalho,
que tem como meta a busca de formulagdes, com particulas e concentragdes adequadas, para o
desenvolvimento de incipientes para aplicagdo topica na formagao de coberturas protetoras em frutas e
hortalicas.

2 MATERIAL E METODOS

A nanoparticulas de quitosana (Aldrich) foram inicialmente obtidas pelo procedimento padrdo
de gelatiniza¢do ionotropica, no qual os géis de quitosana, nas concentragdes 2 ¢ 10g/L, foram
preparados por solubilizagdo em acido acético a 1 %, sob agitacdo intensa ao longo de 6 horas. Em
seguida, o TPP (tripolifosfato de sodio) (Aldrich) foi dissolvido em agua destilada, e adicionado ao gel
por via drop wise (gotejamento controlado e continuo na razdo de 1 mL.min™). O entrecruzamento se
deu em meio aquoso € a suspensao reativa de quitosana e TPP centrifugada por 10 minutos a 5000
rpm, segundo procedimento adotado (BRITTO et al., 2012). Aliquotas das etapas do processo de
sintese foram reservadas para comparagdo de seus tamanhos: (i) pré-centrifugacdo; (ii) sobrenadantes
pos-centrifugacdo e (iii) particulas ressuspendidas..

As dimensdes das nanoparticulas e seu potencial Zeta foram obtidos em sistema Zeta
Potencial Analyser (Malvern Instruments). As medidas foram realizadas em triplicata a 25 °C.

As suspensoes foram submetidas a banho ultrassdnico por 15 minutos, e diluidas em agua
deionizada, depositadas em lamina de silicio e secas espontaneamente na temperatura ambiente. Apds
48h foram analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (FEG - Jeol, USA).

Para a avalia¢do do crescimento radial, seguiu-se procedimento similar ao descrito em Mendes
et al., 2016, ou seja, meio so6lido de cultura BDA foi preparado em placas de Petri nos quais aliquotas
de nanoparticulas foram adicionadas em ambas concentragdes avaliadas. Pogos de 6 mm foram
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puncionados em cada placa e preenchidos com 10 pL da solucdo de esporos. A cepa de P. expansum
cultivada é de origem do banco de microrganismos da Embrapa Instrumentagdo. O crescimento se deu
na temperatura ambiente e registrado ao longo de uma semana. O mesmo procedimento foi repetido
sem a adi¢ao dos polimeros. O crescimento foi registrado diariamente ao longo de 7 dias.

IX Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegécio

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tamanho de particula e potencial Zeta
Na Tabela 1 estdo dispostos os tamanhos das particulas (Quit-TPP) e os respectivos valores de
potenciais Zeta nas diversas condi¢cdes de amostragem.

Tabela 1. Comparagdo de tamanhos (nm) e potencial zeta (mV) de nanoparticulas de Quitosana-TPP em
concentragdes de diferentes de quitosana e em etapas distintas do processo de sintese
Concentracdo  Pré-centrifugacao Sobrenadante Ressuspendidas

de Quitosana

Tamanho Zeta Tamanho Zeta Tamanho Zeta

(nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV)

2g/L 712.9 2.8 139.8 16.6 6263 31,8
10g/L 4619 15,06 760,1 9,89 1142 18,3

As analises realizadas em diferentes etapas de sintese avaliadas indicam distintos tamanhos,
sendo as menores dimensdes de particulas obtidas no sobrenadante e na menor concentragdo de
quitosana entrecruzada. A uma clara tendéncia de reducdo de dimensdes quando se considera as
amostras pré-centrifugagdo, ressuspendidas e no sobrenadante, independente da concentragdo avaliada.
Como o objetivo é a produgdo de particulas de menores dimensdes (alta area superficial e
consequentemente maior interagdo), as amostras do sobrenadante mostraram-se adequadas ao uso
direto na elaboracdo de incipientes para aspersdo (uso na forma de spray). As particulas na condigdo
pré-centrifugacdo apresentam dimensdes além das desejadas, e a separagdo do meio ndo reagido (no
qual supde-se que nao houve o entrecruzamento dos grupos entre a quitosana e o tripolifosfato), ou
seja, ressuspendidas apos a centrifugagdo, também nao foi efetiva na consolidacdo de particulas de
dimensoes nanométricas desejaveis.

3.2 Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo (FEG)

Os aspectos microscopicos das nanoparticulas de quitosana, obtidas nas diferentes etapas de
sintese, estdo organizados na Figura 1 para diferentes ampliacdes. Para as nanoparticulas analisadas a
partir das amostras na condi¢ao pré-centrifugacéo, sdo observados a formacdo de grandes aglomerados
e estruturas esparsas, possivelmente quitosana ndo solubilizada. Nas amostras colhidas diretamente do
sobrenadante ¢ apos a ressuspensdo das amostras centrifugadas, sdo observadas nanoparticulas de
formatos esféricos, com aspecto homogéneo e dispersdo regular. Com base no formato e observacdo
de distribuicdo dentro das escalas de ampliagdo, as imagens sdo compativeis com os resultados obtidos
via analises por Zeta-sizer.

EM

de nanoparticulas de quitosana em diferentes

Figura 1. Imagens de MEV-FEG
(a) amostra pré-centrifugacao; (b) no sobrenadante e (c) ressuspensas.

3.3 Ensaio de crescimento filngico
Os ensaios preliminares de acompanhamento do crescimento do fungo Penicillium expansum,
na presenc¢a ou nao de nanoparticulas esta ilustrado na Figura 2. A presencga de nanoparticulas mostrou
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efeito positivo na inibi¢do do crescimento, no caso da soluciao de nanoparticulas com concentragio de
10g/L o que pode ser observado visualmente (em comparagdo com o controle), indicando a efetividade
da aplicagdo da quitosana na forma de nanoparticulas. Medidas de minima concentragdo inibitdria
estdo em curso para definir concentragdes otimizadas no desenvolvimento da aspersdo para aplicacdo
in vivo.
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Figura 2. Ensaio preliminar da atividade antifungica da quitosana na condigéo particulada em relagéo ao
microrganismo Penicillium expansum: (a) Controle; (b) Placa com nanoparticulas de quitosana (10g/L).

4 CONCLUSAO

As analises preliminares indicam a sintese de nanoparticulas no sistema Quit-TPP resulta em
tamanhos diferentes nas diferentes etapas do processo, sendo as menores, € em principio, as mais
efetivas do ponto de vista microbioldgico, aquelas formadas diretamente no meio reativo
(sobrenadante), sem a necessidade de centrifugacdo e ressuspensdo. Nos testes realizados in vitro em
meio de cultura solido, o crescimento do fungo P. expansum foi claramente inibido na presenca das
nanoparticulas, provendo indicios para futuras formulacdo de incipientes de aplicagdo topica.
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