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Sumario: O presente estudo teve por objetivo preparar nanoparticulas de quitosana (NQ) e
verificar sua acdo antimicrobiana frente a fungos patdgenos pré e pos-colheita. As NQ
foram obtidas pelo método de gelificacdo idnica. Os tamanhos dos raios hidrodinamicos e
a morfologia das NQ foram obtidos por Espalhamento Dindmico de Luz e Microscopia
Eletrdnica de Transmissdo, respectivamente. A atividade antimicrobiana foi realizada pela
técnica de microdiluicdo seriada para determinacdo das concentracdes minimas inibitdrias
e fungicidas. NQ apresentou atividade antimicrobiana contra todos 0s microrganismos
estudados, com acdo estatica e fungicida. O potencial antimicrobiano das NQ sugere
aplicacdo na preservacao de alimentos em diferentes fases de processamento.
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INTRODUCAO

Quitosana € um heteropolimero natural, composto por unidades B-1,4 D-glucosamina
ligadas a residuos de N-acetilglucosamina, sendo encontrada na parede celular de fungos.
Dentre as inumeras caracteristicas que distinguem a quitosana e seus derivados dos demais
polissacarideos, destaca-se a sua bioatividade, biodegradabilidade, biocompatibilidade e
potencialidade antimicrobiana (COSTA SILVA et al., 2006). Na inddstria alimenticia, a
quitosana oferece um amplo espectro de possiveis aplicacbes como agente antimicrobiano,
estabilizante, antioxidante, emulsificante, formulacdo de biofilmes, reducdo da respiracédo
de frutos, barreira a perda de umidade, redugdo da producéo de etileno e poligalacturonase
em frutos, encapsulacdo de aromas, e recuperacdo de subprodutos. As possibilidades de
aplicacdes sdo ainda aumentadas, pelo fato da quitosana poder ser preparada em diferentes
formas, tais como solugdes de viscosidade controlada, geis, filmes, microesferas e
nanoparticulas (BAUTISTA-BANOS et al., 2006). Nanoparticulas de quitosana tém sido
desenvolvidas para uso em alimentos visando inumeras aplicagdes, tais como: melhorar a
hidrofobicidade, continuidade; homogeneidade e manuseabilidade de coberturas
comestiveis, prolongar a manutencdo da cor e do aroma, principalmente quando aplicadas
em frutos. Nanoparticulas de quitosana também apresentam acdo antimicrobiana
intensificada, contudo essa propriedade depende do tipo de solvente usado no preparo das
nanoparticulas (CRUZ-ROMERO et al, 2013). Neste sentido, frente ao reconhecido
potencial bioldgico da quitosana e de suas nanoparticulas, e considerando a obtencéo deste
polimero a partir de fungo como uma alternativa rentavel e promissora, 0 presente projeto
de pesquisa tem como objetivo avaliar a atividade antifungica de nanoparticulas de
quitosana extraida da biomassa de Cunninghamella elegans crescida em residuos
industriais.

MATERIAIS E METODOS
Producéo e extracédo de quitosana: A producéo e extracdo de quitosana foram realizadas
a partir da biomassa de Cunninghamella elegans (UCP 542), cedida pela Universidade
Catdlica de Pernambuco — UNICAP. A quitosana foi extraida a partir da massa micelial
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liofilizada do fungo. Determinacdo do grau de desacetilacdo (DD%) e do peso
molecular: O grau de desacetilacdo e o peso molecular da quitosana foram determinados,
respectivamente, por espectrometria de raio de infravermelho e por viscosidade.

Preparo e caracterizagdo da nanoparticula de quitosana microbioldgica: As
nanoparticulas de quitosana foram obtidas pelo método de gelificacdo idnica preconizado
por Yang et al., 2010. Os tamanhos dos raios hidrodindmicos das nanoparticulas foram
determinados por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) usando Zetasizer (Nano-ZS,
Malvern, UK). A Microscopia Eletronica de Transmissao (MET - FEI Morgagni) foi usada
para observar a morfologia das nanoparticulas de cada quitosana. Preparo dos inéculos e
fangicos e atividade antimicrobiana: As cepas fungicas patogénicas pré e pos-colheita de
Aspergilus niger, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, Penicilium expansum, Rhizopus
stolonifer, Botritis cinerea e Colletotrichum gloeosporioide foram repicadas em Agar
Sabouraud e incubadas 37°C, 48h antes da realizacdo do experimento. Em seguida, foram
obtidas suspensdes padronizadas em 10° células viaveis/mL em solucdo fisiolégica
esterilizada (NaCl 0,9%) pela técnica de exclusdo com azul de Tripan em camara de
Neubauer para cada cepa analisada. Para determinar as concentra¢cdes minimas inibitérias
(CIM) e minimas fungicidas (CFM) da nanoparticula de quitosana foi realizado o teste de
microdiluicdo seriada em placas de 96 pogos. Foi utilizado o meio BHI e as concentragdes
de nanoparticula de quitosana variando de 0 a 600ug/mL. Para determinacdo da CIM foi
utilizado como revelador de viabilidade fangica o corante resazurina. A CFM foi
considerada como sendo a menor concentracdo a partir da qual ndo foi observado
crescimento microbiano ap6s cultivo, na auséncia da nanoparticula de quitosana.

Analises estatisticas: Dentre os tratamentos aplicados, foram utilizados testes de
estatistica descritiva (média e desvio padrdo) e inferencial (teste t de Student e teste de
Tukey) para determinacéo de diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O grau de desacetilacdo e 0 peso molar da quitosana utilizada no ensaio antimicrobiano
(Qce) foi, respectivamente, de 5,6 x 105 g/mol (£0,1) e 80%GD (£3). O valor da massa
molar média da quitosana QCe esta de acordo com os relatados na literatura por Santos et
al. (2003) e Anjos (2005). A atividade antimicrobiana da nanoparticula de quitosana em
relacdo aos fungos filamentosos fitopatogenicos testes foi avaliada segundo a determinacéo
da concentracdo minima fungiostatica e da concentracdo minima fungicida. Como se pode
observar pelos resultados descritos na tabela 2. As nanoparticulas de quitosana inibiram o
crescimento dos fungos filamentosos testados, com efeito estatico e fungicida. E
importante salientar que a nanoparticula de quitosana apresentou CIM (31,98 mg.mL-1) e
CFM (47,97 mg.mL-1 ) igual para todos os fungos testados, exceto para A. niger e A.
flavus, e B. cinerea que apresentaram CIM de 47,97 mg.mL-1 e de 23,98 mg.mL-1 ,
respectivamente e CFM de 63,96 mg.mL-1 e 31,98 mg.mL-1, respectivamente.

Tabela 2. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) de nanoparticula de quitosana (NQ) para amostras de fungos filamentosos
fitopatogenos.

FUNGOS CIM CFM
NQ NQ
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Aspergilus Niger 47,97 ug.mL™ 63,96 pg.mL™
Aspergillus flavus 47,97 pg.mL™* 63,96 ug.mL™
Fusarium oxysporum 31,98 pg.mL* 47,97 pg.mL*
Penicilium expansum 31,98 pg.mL* 47,97 pg.mL*
Rhizopus stolonifer 31,98 pg.mL™* 47,97 pg.mL*
Botritis cinérea 23,98 pg.mL™* 31,98 pg.mL*
Colletotrichum gloeosporioides 31,98 pg.mL™* 47,97 pg.mL*

CONCLUSOES
O emprego antimicrobiano do cloridrato de quitosana foi comprovado, ao inibir o
crescimento dos fungos filamentosos testados, com efeito estatico e fungicida. Seu
potencial antimicrobiano faz com que essa substancia possa ser aplicada na prevencéao de
contaminacgdes em diferentes fases do processamento de alimentos.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem ao Conselho Nacional de Pesquisa- CNPq pelo auxilio financeiro,
ao Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste-CETENE, pela realizacdo da
microscopia eletrdnica de transmissdo e o espalhamento dindmico de luz.

REFERENCIAS
1. ANJOS, F.S.C. Filmes e beads a base de quitosana: incorporacdo de compostos
luminescentes e estudos de interacBes hospedeiro-hospede. Dissertacdo (Mestrado)
Universidade Federal de Pernambuco- Departamento de quimica fundamental. 2005, 93p.
2. BRUGNEROTTO, J., LIZARDI, J.,, GOYCOOLEA, F.M.,, et al.. An infrared
investigation in relation with chitin and chitosan characterization. Polymer, 42: 3569-3580,
2001.
3. FAI, AE.C.; STAMFORD, T C.M.; STAMFORD-ARNAUD, T.M.; SANTA-
CRUZ, P.A.; SILVA, M.C. F.; CAMPOS-TAKAKI, G.M.; STAMFORD, T.L. M.
Physico-Chemical Characteristics and Functional Properties of Chitin and Chitosan
Produced by Mucor circinelloides Using Yam Bean as Substrate. Molecules. 16, 7143-
7154, 2011
4. FIGUEIREDO, J.F.D. Compdésitos hidroxiapatita: Quitosana. Preparacao,
caracterizacdo e aspectos fisico-quimicos. Dissertacdo de Mestrado. Instituto de Quimica
de S&o Carlos, Universidade de Séo Paulo. 2002. 69p.
5. LAVERTU M, XIA Z, et al. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.
32:1149-1158, 2003.
6. NUNTHANID J, et al. Drug development and Industrial Pharmacy, 27:143-157,
2001.
7. PALOMINO, J., C. et al. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 46, p. 2720,
2002
8. ROBERTS, G.A.F. Chitin Chemistry. The Macmillan Press, London. 1992; 368p.
9. SANTOS, J. E.; SOARES, J.P.; DOCKAL, EDWARD R.; FILHO, S.C;
CAVALHEIRO, E.TG. Caracterizagdo de quitosanas comerciais de diferentes origens.
Polimero: Ciéncia e Tecnologia, 13, 4, 242-249, 2003.
10. STAMFORD, T.C.M.; STAMFORD, T.L.M.; STAMFORD, N.P.; NETO, B.B;;
CAMPOS-TAKAKI, G.M. Growth of Cunninghamella elegans UCP 542 and production
of chitin and chitosan using yam bean medium. Electronic Journal of Biotechnology. 10, 8-
2007.



5% | XXl CONIC
23§ VIICONITI
IV ENIC

11. YANG, H.C.; WANG, W.H.; HUANG, K.S.; HON, M.H. Preparation and
application of nanochitosan to finishing treatment with anti-microbial and anti-shrinking
properties. Carbohydrate Polymers, 79 (2010) 176-179.

12. ZHANG H, OH M, ALLEN C AND KUMACHEVA E. Monodisperse Chitosan
Nanoparticles for Mucosal Drug Delivery. Biomacromolecules, 2004, 5 (6), 2461-2468.



