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RESUMO

Sistemas poliméricos nanoestruturados séo utilizados para carrear e melhorar a
estabilidade de componentes ativos como os dos 6leos essenciais, visto que a
conservacao das propriedades biolégicas desses 6leos € desafiadora, por serem
altamente instaveis na presenca de agentes naturais oxidantes, que podem
causar sua degradacéo. Esses sistemas podem ser aplicados no combate a
agentes microbianos em diferentes areas, como a area alimenticia, da saude
humana e animal, devido aos componentes ativos encapsulados, oferecendo
novas opc¢des no combate a resisténcia antimicrobiana. Neste estudo
desenvolveu-se e caracterizou-se nanoparticulas de amido contendo oOleo
essencial de Melaleuca alternifolia. Cinco formulacdes de nanoemulsédo foram
preparadas utilizando dois sistemas liquidos, nomeadamente uma solucéo
aquosa contendo surfactante e uma fase oleosa. As caracterizacfes fisico-
quimicas do sistema como o tamanho médio da nanoparticula, potencial zeta e
indice de polidisperséo foram determinados por espalhamento dindmico de luz,
a eficiéncia de encapsulamento foi determinada por espectroscopia Uv-vis, o
potencial antimicrobiano in vitro das amostras foi determinado por teste de
difusdo em agar para trés cepas bacterianas e uma fungica e, por concentracéo
inibitdria minima e concentracdo bacteriana minima, ambos analisados contra
cepas bacterianas e, como uma avaliacdo de controle microbiolégico, foi
realizado a contagem de colbnias de microrganismos in vitro, analisando-se a
proliferacéo de microrganismos nas amostras de nanoemulsdo, apés um periodo
de dez meses. Foram também realizados testes de revestimento comestivel para
avaliacdo da protecdo de alimentos in natura. Para este teste, os frutos de
acerola e uva foram imersos, separadamente, na nanoemulsdo e mantidas em
temperatura ambiente para analise do tempo de prateleira. Os resultados obtidos
para o tamanho médio das nanoparticulas variaram entre 232-559 nm, o
potencial zeta entre -22 - -4,25 mV, o indice de polidispersao entre 0,5-1,0, a
eficiéncia de encapsulamento 46-15%, aproximadamente. As amostras
preparadas com maiores concentracdes de Oleo essencial apresentaram
potencial antibacteriano e potencial antifungico, utilizando o teste de difusdo em
pocos. Resultado semelhante foi obtido nos ensaios de inibicdo minima inibitoria
e concentracdo bacteriana minima. Em relacdo ao ensaio de controle
microbiolégico, as amostras AM1 e AM2 ndo apresentaram presenca de col6nias
de microrganismos, evidenciando preservacdo a longo prazo do 6leo nas
nanoparticulas. O teste de revestimento comestivel proporcionou protecao
antimicrobiana, aumentando o tempo de prateleira dos frutos em comparacéo a
um grupo controle, que ndo recebeu tratamento com o6leo. Conclui-se que 0
sistema nanoestruturado a base de 6leo essencial, desenvolvido no projeto,
apresentou potencial para aplica¢cdes contra agentes microbianos.

Palavras-chaves: polimero vegetal, 6leo essencial, nanoemuls&o, drug delivery
system.



ABSTRACT

Nanostructured polymeric systems are used to carry and improve the stability of
active components such as essential oils, since the conservation of the biological
properties of these oils is challenging, as they are highly unstable in the presence
of natural oxidizing agents, which can cause their degradation. These systems
can be applied to combat microbial agents in different areas, such as food, human
and animal health, due to the encapsulated active components, offering new
options in the fight against antimicrobial resistance. In this study, starch
nanoparticles containing Melaleuca alternifolia essential oil were developed and
characterized. Five nanoemulsion formulations were prepared using two liquid
systems: an aqueous solution containing surfactant and an oily phase. The
physicochemical characterizations of the system such as the average
nanoparticle size, zeta potential and polydispersity index were determined by
dynamic light scattering, the encapsulation efficiency was determined by Uv-vis
spectroscopy, the in vitro antimicrobial potential of the samples was determined
by agar diffusion test for three bacterial strains and one fungal strain and, by
minimum inhibitory concentration and minimum bacterial concentration, both
analyzed against bacterial strains and, as a microbiological control evaluation, in
vitro microorganism colony counts were carried out, analyzing the proliferation of
microorganisms in the nanoemulsion samples after a period of ten months. Edible
coating tests were also carried out to assess the protection of fresh foods. For
this test, acerola and grapefruits were immersed separately in the nanoemulsion
and kept at room temperature for shelf life analysis. The results obtained for the
average size of the nanoparticles varied between 232-559 nm, the zeta potential
between -22 - -4.25 mV, the polydispersity index between 0.5-1.0, and the
encapsulation efficiency of approximately 46-15%. The samples prepared with
higher concentrations of essential oil showed antibacterial and antifungal
potential, using the well diffusion test. Similar results were obtained in the
minimum inhibitory inhibition and minimum bacterial concentration tests. With
regard to the microbiological control test, samples AM1 and AM2 showed no
presence of microorganism colonies, showing long-term preservation of the oil in
the nanoparticles. The edible coating test provided antimicrobial protection,
increasing the shelf life of the fruit compared to a control group, which received
no oil treatment. It is concluded that the essential oil-based nanostructured
system developed in the project has potential for applications against microbial
agents.

Keywords: vegetable polymer, essential oil, nanoemulsion, drug delivery
system.
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1. INTRODUCAO

1.1. Materiais nanométricos

A nanociéncia permite a criacdo de materiais em escala nanométrica,
enquanto a nanotecnologia refere-se ao emprego tecnoldgico destes materiais
(SANFELICE, et al., 2022). Por definicdo, um material nanométrico apresenta
tamanho na escala de 1 a 1000 nm, em pelo menos uma de suas dimensdes
(FILHO et al., 2024). Os matérias nanomeétricos possuem propriedades fisicas e
guimicas diferentes quando comparados aos de mesma composi¢cao na escala
micro/macroscopica (SANFELICE, et al., 2022). Isso ocorre, devido as suas
dimensbes nanométricas, que resultam no aumento da razdo da éarea de
superficie do material em relacdo ao seu volume (Agéncia Brasileira de
Desenvolvimento Industrial, 2010), conforme representado na Fig. 1. Ao olhar o
cubo inicial (a) tem-se um valor das arestas e de seu volume, ao quebrar esse
cubo em pedac¢os pequenos tem-se uma maior quantidade de cubos, maior area

superficial e o volume é mantido (b, c, d).

Figura 1: Relacgao &rea superficial/volume

Nanoparticulas
VA
pd
= pd d e
Volume | A
1

(a) (b) (c) (@

Aumento da drea superficial

w

Fonte: Sanfelice, et al., (2022), com modificacdes

Ao somar o volume dos cubos menores, ou dos cubos maiores, o volume
permanecera 0 mesmo, independe das subdivisbes dos cubos, o que é
potencializado € a area superficial, especialmente quando as dimensdes do cubo
se aproximam da escala nanométrica. Quando a razao area de superficie/volume
€ aumentada, ocorre um aumento na energia da superficie do material, tornando-
0 mais reativo (SANFELICE, et al., 2022; OTONI e AZEREVO, 2022; VERANTH,
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et al., 2010). Devido a essa caracteristica, 0s materiais nanométricos séo
amplamente utilizados para carreamento de componentes ativos, com aplicacéo
para diversas areas, como a da saude humana, animal, agroindustrial,

alimenticia, industrial, entre outras.

1.2. Liberacéo controlada de componentes ativos

Um sistema de administracdo de medicamentos pode ser descrito como
um método ou processo que aplica principios dos conhecimentos nas areas de
guimica, de engenharia e biologia para administrar componentes ativos
(BORANDEH, et al., 2021). A administracdo de componentes ativos na forma de
nanoestruturas, consiste em controlar suas dimensdes, assim como de sua
constituicdo quimica, fisicas e biolégicas, de modo a conseguir um transporte
eficiente e liberacdo controlada do componente encapsulado (SILVA, 2013). O
uso da nanotecnologia auxilia na resolucdo de problemas associados as
substancias ativas livres, como por exemplo, aumentando a biodisponibilidade
da substancia, diminuindo os possiveis efeitos secundarios associados a forma
livre. Como exemplo, as moléculas de 6leos essenciais que sdo facilmente
degradadas na presenca de agentes naturais oxidantes, que tendem a
desestabilizar sua estrutura. Este problema pode ser resolvido com a
implementacdo dessas moléculas em um sistema nanométrico, que preserva
suas propriedades biolégicas funcionais, permitindo aplicacbes mais eficazes
dos 6leos essenciais (MOGHIMI, et al., 2016).

Exemplos de nanoestruturas usadas para administrar componentes ativos
sdo lipossomas, dendrimeros, nanotubos, micelas poliméricas, nanoesferas,
nanocdpsulas, nanoparticulas hibridas polimero-lipidicas, nanoparticulas
lipidicas solidas, conjugados poliméricos, nanoparticulas metalicas ou
ceramicas, nanosuspensdes, nanocristais, nanoemulsdes, entre outros, (AITA,
2021; CHORILLI, et al. 2013; YADAV, et al. 2022; DIMER, et al., 2013; SILVA,
2013; WAKASKAR, 2018; TOPAN, 2016; BATISTA et al.,, 2007; TORCHILIN,
2006). A selecédo da nanoestrutura e dos materiais depende de muitos fatores,
incluindo a dimensao requerida; propriedades intrinsecas dos componentes
(solubilidade aquosa e estabilidade), caracteristicas da superficie da
nanoestrutura, como carga e permeabilidade; grau de biodegradabilidade,
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biocompatibilidade e toxicidade; perfil de liberacdo do componente pretendido; e
antigenicidade do produto final (MOHANRAJ e CHEN 2006). De acordo com o
meétodo de formulacdo usado na producéo, podem obter-se sistemas de variadas
formas (esférica, em forma de concha ou ramificada), dimensdes, com diferentes
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas. A Fig. 2 ilustra exemplos de
nanoparticulas, com diferentes estruturas e, consequentemente, diferentes
propriedades (SILVA, 2013).

Figura 2: Exemplos de nanoparticulas, com diferentes formas e propriedades. Dendrimeros (a),
nanoparticulas lipidicas sélidas (b), lipossoma (c), micelas (d) e nhanoemulséao (e)
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Fonte: Autora, (2024).

1.2.1. Nanoemulsao

Entre as nanoestruturas existentes, a nanoemulsdo foi a tecnologia
utilizada neste projeto de pesquisa.

A nanoemulsdo é um sistema coloidal heterogéneo formado por fases
oleosas e aquosas, podendo conter ou ndo surfactantes (KUMBHAR, et al.,
2023) e sua estrutura é composta por nanoparticulas. De acordo com a
disposicao espacial entre suas fases, podem ser classificadas como emulsdes
simples, 6leo-em-agua (O/A) ou dgua-em-6leo, e emulsdes multiplas [(A1/O/A2)
e (O1/A/02)] (OTONI e DE AZEREDO, et al., 2022). Esse sistema nao pode ser
formado espontaneamente, sendo necessario energia, a partir de dispositivos
mecanicos de baixa energia e/ou de alta energia (ASSIS, et al., 2012).

A nanoemulsao é uma alternativa promissora para administrar e melhorar
a biodisponibilidade de compostos hidrofébicos (KUMAR, et al., 2015) como o

6leo essencial, utilizado neste estudo.

1.3. CaracterizagOes fisico-quimicas de nanoparticulas

A criacdo de novos materiais com propriedades desejadas exige estudos

detalhados e conhecimento das rotas utilizadas em seu desenvolvimento.
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Materiais em uma escala nanométrica requerem informacdes sobre suas
dimensdes, estrutura quimica, suas formas e propriedades de superficie. Todas
estas caracteristicas influenciam fortemente seu desempenho final e
estabilidade (SANFELICE, et al., 2022).

A técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS) é amplamente utilizada
para determinar o tamanho de particulas em suspenséo. Para isso, um feixe de
luz monocroméatico, como um laser, incide sobre a amostra, e o padrdo de
espalhamento gerado € analisado para correlaciond-lo com as dimensfes das
particulas dispersas na solucéo ou suspensdo (NOMURA, et al., 2013). Além do
DLS, técnicas de microscopia também sdo empregadas, sendo a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e a de transmissao (MET) as mais comuns para
a andlise do tamanho e da morfologia das particulas.

Materiais dispersos em um meio liquido normalmente adquirem carga em
sua superficie, o que afeta a estabilidade da disperséo e o estado de agregacéo
das particulas. Particulas que apresentam alta carga superficial, positiva ou
negativa, tendem a se repelir e formar uma dispersao coloidal estavel. Particulas
com baixa carga tendem a se aglomerar e precipitar. A carga pode ser
determinada por medi¢cdes do potencial zeta (SAGBANA, et al., 2023). A
homogeneidade das particulas em suspensédo pode ser avaliada através do
indice de polidispersdo (PDI) (MOREIRA, 2020). Este indice pode variar entre 0-
1, onde os valores proximos de 0 sdo registrados para amostras com uma
distribuicdo homogénea de tamanho enquanto amostras mais proximas de 1
tendem ser heterogéneas (LEMES, et al., 2017).

1.4. Selecao de materiais na escala nanométrica

O emprego de nanoestruturas e seu progresso, apresenta preocupacgoes
sobre os riscos de contato com organismos vivos e as dispersdes em diferentes
ambientes, ocasionando poluicdo. Por isso, é tdo importante selecionar materiais
gue possam diminuir possibilidades de impactos ambientais. Nanoestruturas
podem ser preparadas a partir de uma variedade de materiais de origem
organica e/ou inorganica (MOHANRAJ e CHEN, 2006; SILVA, 2013). Na
literatura € possivel encontrar estudos sobre a toxicidade de alguns

componentes de nanoparticulas contendo materiais inorganicos. O rim, por
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exemplo, € um dos O6rgdos mais suscetiveis a toxicidade e ao acumulo de
nanoparticulas metalicas. Essas nanoparticulas podem se depositar nos tecidos
renais, causando inflamacdes e danos locais (THU, et al., 2023). Além disso, a
exposicdo dessas particulas durante o0 manuseio em ambientes operacionais
pode ocasionar problemas de saude (Agéncia Brasileira de Desenvolvimento
Industrial, 2010). Impactos ao meio ambiente também podem ser provocados,
pois as nanoparticulas podem migrar para diferentes ecossistemas, interagir e
se depositar (MARTINEZ, et al., 2020; YAMINI, et al., 2023).

O desenvolvimento de nanoestruturas a partir de matéria prima de origem
natural, pode ser vantajoso por apresentar uma menor possibilidade de
toxicidade. Os biopolimeros sdo produzidos por organismos vivos como plantas,
animais e fungos, via processos metabdlicos intracelulares complexos que
envolvem reacOes catalisadas por enzimas e reacdes de polimerizagédo
(HABITZREUTER, et al., 2022).

1.5. Componentes constituintes das nanoparticulas baseadas em recursos
naturais

1.5.1. Amido de milho

A ampla variedade de polimeros naturais, como proteinas,
polissacarideos, peptideos, colageno, albumina, &cido poliatico, &cido
poliglicélico, entre outros, oferece multiplas aplicabilidades em diferentes setores
na area da saude. A utilizacdo desses polimeros esta contribuindo para um futuro
ecologicamente limpo (MATEI, et al. 2022; PANDE, 2015). Entre os exemplos
citados, os polissacarideos se destacam por suas amplas aplica¢cdes, devido as
suas propriedades, como a hidrofilicidade e a capacidade de gelificagéo (IWATA,
2015).

O amido, componente escolhido para este estudo, € um polissacarideo de
facil obtencdo, baixo custo, biodegradavel. E o carboidrato de reserva mais
abundante em gréos, raizes, tubérculos, vegetais e frutos (VIEGAS, 2016; MALI
et al., 2010; WALTER, et al., 2005; CALDONAZO, 2022). E armazenado nas
plantas na forma de granulos, e as variagbes de tamanho, associagées,
composicdes (-glicosideos, umidade, proteinas, lipideos, proteinas e minerais)
sdo dependentes de sua origem botanica (VALDEJAO e JANSON, 1996;
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TESTER e KARKALAS, 2001). Os granulos de amido sdo compostos
principalmente por dois tipos de polissacarideos, a amilose e a amilopectina. A
proporcao entre elas é também variavel em funcdo da origem (CORRADINI, et
al., 2007). O amido geralmente possui de 20-25% de amilose e 75-80% de
amilopectina (JIMENEZ, et al., 2012). O amido de milho possui 28% de amilose
e 72% de amilopectina. Os polissacarideos presentes no amido possuem
diferentes estruturas, propriedades e funcdes. A amilose € formada por unidades
de glicose unidas por ligacdes glicosidicas a-1,4, originando uma cadeia linear.
A amilopectina € formada por unidades de glicose unidas em a-1,4 e a-1,6,
formando uma estrutura ramificada (DENARDIN e DA SILVA, 2009). A estrutura

guimica do amido pode ser visualizada na Fig. 3, abaixo.

Figura 3: Estrutura quimica dos polissacarideos
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Fonte: Corradini, et al., (2007), com modifica¢gBes. Amilose (a), amilopectina (b).

Entre essas duas fracdes, a amilopectina é, estrutural e funcionalmente,
a mais importante, sendo suficiente para formar o granulo, como ocorre em
mutantes que sao desprovidos de amilose (DENARDIN e DA SILVA, 2009). O
teor de amilose influencia diversas caracteristicas do amido, como a capacidade

de gelificacdo, podendo gerar filmes resistentes, susceptiveis a hidrolises e ao
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processo de retrogradacdo (PEREZ e BERTOFT, 2010). Acredita-se que a
amilose esteja localizada entre as cadeias da amilopectina e aleatoriamente
entremeada entre as regides amorfas e cristalinas (DENARDIN e DA SILVA,
2009). A alta hidrofilicidade do amido é atribuida a presenca dos grupos
hidroxilas, como apresentado na Fig. 3. A insolubilidade do granulo em agua fria
resulta das fortes ligacGes de hidrogénio que mantém as cadeias de amido
unidas. No entanto, na presenca de agua e calor, a estrutura do granulo absorve
agua, permitindo que componentes mais sollveis, como a amilose, se dissociem
e se difundam para fora do granulo (CORRADINI et al., 2007). Esse processo,
conhecido como gelatinizacdo, é representado na Fig. 4. A temperatura de
ocorréncia da gelatinizagdo também conhecida por temperatura de
gelatinizacéo, a qual € também dependente da origem botanica do amido entre
60 °C a 75 °C (CORRADINI, et al., 2007). A gelatinizagdo aumenta a viscosidade
do meio a qual atinge 0 seu maximo na temperatura de gelatinizacao, os granulos
sdo quebrados e as regides cristalinas desaparecem (COULTATE, 2002; PENG
et al., 2007). Neste trabalho, o processo de gelatinizacdo é empregado na

preparacao da matriz polimérica das nanoparticulas.

Figura 4: Processo de gelatiniza¢do do amido
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1.5.2. Nanoparticulas de amido

O amido, por ser de natureza atoxica, biodegradavel, abundante e
economicamente viavel, tem atraido interesse em aplicacbes na area da
nanotecnologia, sendo incorporado em diferentes sistemas nanoestruturados
para administrar componentes bioativos (ANDRADE, 2018, KIM et al., 2015;
AHMAD, et al., 2020; CALDONAZO, 2022; MARTA, et al., 2022).

Os métodos de preparacdo de nanoparticulas de amido podem ser
classificados em top-down, por hidrélise (&cida/enzimética) e/ou tratamentos
fisicos e bottom-up, como preparo de nanoemulsdo, nanoprecipitacdo,
recristalizacdo, formacdo de complexos polieletrélitos, eletro-spray,
eletrospinning, auto-montagem (SUN, 2018). No processo top-down, as
nanoparticulas podem ser produzidas a partir do refinamento da estrutura e do
tamanho através da desintegracdo dos granulos de amido. No processo bottom-
up, as nanoparticulas podem ser preparadas a partir de uma acumulacao de
moléculas de amido de uma forma controlada que é regulada por meios
termodinamicos como a auto-montagem (TAN, et al., 2009).

Neste trabalho o processo top-down é realizado para romper os granulos
de amido e permitir o preparo da suspensao, utilizada como matriz polimérica na
composicdo das nanoparticulas. O processo bottom-up € utilizado para a
montagem da nanoemulsdo a partir da suspensao de amido, 6leo essencial e

surfactante.

1.5.3. Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo encontrados em estruturas secretoras especiais
localizadas nos tecidos ou na superficie das plantas (tricomas), como flores,
brotos, sementes, cascas, folhas, ervas, madeiras, frutos e raizes (MARQUES,
2017). A extragédo de oOleo essencial pode ser realizada por métodos como a
destilagcdo a vapor, hidrodestilacéo, percolacéo, extracéo por fluido supercritico,
extracao assistida por ultrassom, entre outros (BELHACHAT, et al., 2018). Os
Oleos essenciais sdo substancias ndao gordurosas, volateis, produzidas pelo
metabolismo secundario das plantas (NASCIMENTO et al.,, 2020). Estes
metabolitos secundarios sao divididos em trés grupos: compostos fendlicos,
compostos nitrogenados e terpenos (TAIZ e ZEIGER, 2015). Os componentes
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ativos destes O6leos podem apresentar atividade antibacteriana, antiviral,

antifangica, antioxidante, anti-inflamatoria, entre outras (HENSEL, et al., 2020).

1.5.4. Oleo essencial de Melaleuca alternifolia

A espécie Melaleuca alternifolia € nativa do Vale Bungawalbin em Nova
Gales do Sul, leste da Australia. Os povos do Vale Bungawalbin, sdo
provavelmente os primeiros a utilizar as plantas medicinalmente. As historias
orais aborigenes relatam sobre “lagos curativos”, nas quais folhas da arvore
caiam em sua superficie. Esses povos, utilizavam a planta como remédio herbal,
inalando vapores e/ou substancias volateis das folhas esmagadas para
tratamento de infecgdes respiratdrias e infusdes para tratamento de doencas de
pele (CARSON, et al., 2006, apud ALTAMAN, 1988, p. 69). A industria do 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia nasceu apds estudos das propriedades
germicidas relatados em artigos cientificos em 1920 (PENFOLD e GRANT, 1925;
PENFOLD e MORRISON, 1946).

A principal atividade antimicrobiana deste 6leo é atribuida principalmente
ao terpinen-4-ol, um de seus principais componentes (CARSON, 2006).
Representando aproximadamente 40% do 6leo, é um &lcool terciario com 10
carbonos em sua formula molecular, classificado como um monoterpeno, sendo
uma das maiores classes de substancias naturais existentes (RODRIGUES,
2022). Sua hidrofobicidade auxilia na destruicdo da membrana celular
bacteriana, com maior espectro de acédo sobre bactérias Gram-negativas, devido
a composicao da mesma (LARANJEIRA, 2016).

1.5.5. Mecanismo de acgéo dos 6leos essenciais em microrganismos

Os componentes dos 6leos essenciais penetram e se acumulam na
bicamada lipidica das membranas citoplasmaticas, desestabilizando a
arquitetura celular (YAMMINE, et al., 2022; SWAMY, et al.,2016). Esta alteracéo
causa danos as atividades metabdlicas celulares, perda de componentes
intracelulares essenciais, como proteinas e agucares levando a morte celular
(NAIR, et al., 2022; SWAMY, et al.,2016), entre outros modos de mecanismo.

Uma revisdo detalhada sobre pesquisas utilizando diferentes tipos de

Oleos essenciais e moléculas ativas derivadas dos 6leos, demonstrou que as



21

bactérias Gram-negativas sdo mais sensiveis do que as Gram-positivas
(YAMMINE, et al., 2022). Dessa forma, ao se trabalhar com alvos microbianos
especificos, € importante avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
e seus derivados, como moléculas dele extraidas, contra diferentes tipos de
cepas bacterianas e fangicas.

Uma pesquisa mostrou que um sistema nanoestruturado na forma de
nanoemulsdo, contendo nanoparticulas encapsuladas com o 6leo essencial de
Thymus daenensis, apresentou aumento significativo na atividade antibacteriana
em comparacao com o Oleo na sua forma livre contra a bactéria Gram-negativa
(Escherichia coli) (MOGHIMI, et al., 2016). Concluiram que o 6leo essencial ndo
encapsulado ndo consegue interagir facilmente com as membranas celulares
devido a sua baixa solubilidade em 4gua. O mecanismo de a¢éo desse sistema
envolveu o carreamento e liberacdo das nanoparticulas presentes na
nanoemulsdo na superficie da membrana celular. Isto permitiu que as moléculas
hidrofébicas do 6leo conseguissem desestabilizar a membrana e, possivelmente,
alterar a integridade da bicamada fosfolipidica, pois estdo protegidas devido ao
encapsulamento dos componentes do 6leo na matriz polimérica. Dessa forma, a
utilizacdo da nanotecnologia, aumentou a possibilidade de inibicdo do
microrganismo.

Pesquisas utilizando o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, indicaram
gue o terpinen-4-ol, levou cepas bacterianas Gram-negativas e Gram-positivas e
cepas fungicas a morte. A desestabilizacdo da arquitetura celular se deu pelo
rompimento da membrana (CARSON, et al., 2006 e ZHANG, et al., 2018).

O mecanismo de acdo do 6leo para fungos é semelhante aos mecanismos
citados anteriormente. O 6leo essencial tem capacidade de penetrar e romper a
parede celular fangica e as membranas citoplasméticas através de um processo
de permeabilizacédo, levando a desintegragdo das membranas mitocondriais
(SWAMY, et al., 2016). A Fig. 5. Apresenta uma ilustragdo esquematica deste

mecanismo.
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Figura 5: Esquema da desestabilizacao da arquitetura celular bacteriana por nanoparticulas
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Fonte: Autora, (2024).

1.5.6. Encapsulamento de 6leo essencial em nanoparticulas

O encapsulamento € um processo de transporte de componentes em
matrizes homogéneas ou heterogéneas. O encapsulamento de 6leos essenciais
em estruturas poliméricas naturais esta avancando rapidamente, assim como a
utilizacéo dos polissacarideos como matrizes carreadoras (RODRIGUES, 2022).
O encapsulamento é realizado a fim de diminuir limitacbes como a instabilidade
fisica, termodinamica, bioatividade e volatizacdo de 6leos essenciais
(LARANJEIRA, 2016). Estes Oleos sdo altamente instaveis na presenca de
oxigénio, luz, calor, umidade e metais, ocasionando diferentes reagdes de
degradacdo. Assim, a manutencdo de suas propriedades, portanto de sua
eficiéncia, é um grande desafio (GUIMARAES, et al., 2008).

1.6. Aplicagbes de nanoparticulas com acgéo antimicrobiana
1.6.1. Nanoparticulas aplicadas em revestimentos in natura

O crescimento da populacdo mundial e a procura crescente por alimentos
representam um desafio para a agricultura convencional. A agricultura precisa
garantir o abastecimento da cadeia alimentar e, simultaneamente, superar 0s
problemas que ameacam a producao alimentar, incluindo as perspectivas de
producéo a longo prazo (MITTAL, et al., 2020). Um quarto da producao mundial

de alimentos € desperdi¢cado apos a colheita devido a contaminac&o microbiana,
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0 que resulta em perdas comerciais significativas (BONDI, et al., 2017). A
atividade metabdlica dos microrganismos compromete as propriedades fisicas,
guimicas e sensoriais dos alimentos, reduzindo a sua qualidade e o prazo de
validade. A contaminacdo dos alimentos conduz a perdas econdmicas, bem
como a riscos para a saude publica (KHEZERLOU, et al., 2021). De acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude (2024), os alimentos contaminados causam
doencas em cerca de 600 milhdes de pessoas por ano em todo o mundo. Além
disso, cerca de 420 mil dessas pessoas morrem em consequéncia da ingestao
de alimentos inadequados. Este cenario mostra a importancia de prevenir ou
inibir a atividade microbiana na cadeia alimentar. Destaca também a
necessidade do desenvolvimento de novos processos ou tecnologias neste setor
produtivo, com o objetivo de reduzir ou eliminar as bactérias patogénicas e
deteriorantes de origem alimentar (BONDI, et al., 2017).

O método mais comum utilizado para aumentar a vida util de frutos e
vegetais € o revestimento. Os produtos e processos de revestimento devem
manter as carateristicas organolépticas e visuais dos produtos intactos, sem
alteracbes. Devem ser atoxicos, isentos de sabor, cor ou qualquer outro
elemento que possa alterar as propriedades do produto natural. Devem também
ser comestiveis, atuar como barreiras a perda de agua e a permeacdo de
oxigénio, protegendo contra danos mecéanicos, quimicos e microbiolégicos.
Varios produtos sdo convencionalmente utilizados como revestimento para a
conservacdo de alimentos, como o 6leo mineral, a cera de parafina e
componentes derivados de petrdleo, com limites de quantidade para estes tipos
de revestimentos (Canadian Produce Marketing Association, 2022). Para evitar
os problemas de saude causados pelo uso de produtos sintéticos, 0s recursos
naturais e biotecnolégicos estdo a ganhar destaque e a incentivar o
desenvolvimento e o aperfeicoamento de tecnologias, incluindo os avancos da
nanotecnologia (UNGUREANU, et al., 2023; SANTOS, et al., 2023).

O desenvolvimento de revestimentos comestiveis utilizando sistemas
nanoestruturados baseados em recursos naturais tem sido utlizado para
aumentar a vida util dos alimentos devido ao encapsulamento de componentes
ativos, apresentando aplicagcbes emergentes na area de alimentos. Polimeros
naturais como a quitosana, carboximetilcelulose, amido, alginato, entre outros,
(KUMAR e NEERAJ, 2019; HASSAN, et al., 2018) sdo uteis como matriz
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polimérica para incorporacéo de substancias ativas (FALCAO, et al., 2022). A
natureza quimica dos polimeros naturais permite que muitos deles sejam
solubilizados, processados e misturados com aditivos para desenvolver o
sistema de revestimento. Entre as substancias ativas de fontes naturais, os 6leos
essenciais tém sido destacados no dominio do revestimento de alimentos devido
a sua atividade antimicrobiana contra varios microrganismos patogénicos
alimentares (HASSOUN, et al., 2020). A formulacao de sistemas de revestimento
baseados em produtos naturais, incluindo o polimero natural para
encapsulamento e a substancia ativa também de fontes naturais, representa
alternativas potenciais para os métodos convencionais de aplicacdo em
alimentos. Estes sistemas podem ser Uteis principalmente quando o
revestimento estd em contato direto com os alimentos, tais como frutos e

vegetais frescos comestiveis.

Justificativa

A proposta desse estudo foi desenvolver um sistema nanoestruturado
funcional e sustentavel, oferecendo uma tecnologia alternativa, baseada em
compostos naturais para aplicagbes com desejada acdo antimicrobiana.
Envolveu a formulacdo e caracterizacdo de nanoparticulas, associando as
propriedades do amido, um polimero natural e biodegradavel, com as

propriedades antimicrobianas do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Desenvolvimento de um sistema nanoestruturado utilizando o amido de
milho como matriz para carreamento do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
empregando a tecnologia de preparo de nanoemulsdo para aplicacoes

antimicrobianas.

2.2. Objetivos especificos:

- Estudo do rompimento dos graos, entumecimento e gelatinizagdo do amido de
milho por tratamentos diferentes e analise por microscopia Optica.
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- CaracterizacgOes fisico-quimicas da nanoemulsdo como tamanho médio das
nanoparticulas, indice de polidispersdo e potencial zeta, determinados pela

técnica de espelhamento dinamico de luz.

- Determinagcdo da quantidade de Oleo essencial encapsulada nas

nanoparticulas, conhecido como eficiéncia de encapsulamento.

- Avaliacdo do potencial antimicrobiano da nanoemulsdo em cepas bacterianas,
Escherichia coli (ATCC 43895), Staphylococcus aureus (ATCC 14458), e uma
fungica, Candida albicans ATCC 10231, em ensaios microbiologicos in vitro

utilizando a técnica de difusdo em pocos.

- Avaliacéo da concentracgéo inibitéria minima e concentragéo bactericida minima
da nanoemulsdo testada para as cepas bacterianas Escherichia coli (ATCC
25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

- Avaliacdo da nanoemulsdo como revestimento comestivel para protecdo de

alimentos in natura (acerola e uva verde).

- Analise da proliferacdo de microrganismos (fungos e bactérias) nas amostras
armazenadas durante dez meses consecutivos, determinado por ensaio

microbiolégico in vitro (contagem de colbnias).

3. MATERIAIS

Amido de milho (TRISANTI - Brasil), Tensoativo n&o-idnico - Tween — 80 P.S
(Dinamica - Brasil, CAS: 9005-65— 6), Oleo essencial - Melaleuca alternifolia
(Condire® - AGTTEC® - Brazil), Nutriente Agar-agar (Dinamica - Brazil,
CAS:9002-18-0), Sabouraud Dextrose Broth EP-USP (Kasvi - Espanha, CAS:

K25-1205), Brain Heart Infusion Broth (Kasvi), Caldo Mueller Hinton (Oxoid),
Nutrient Broth (Kasvi - Italia, REF: K25-610037), Tetracycline Hydrate 99%
(Sigma-Aldrich - USA, CAS:60-54-8), Escherichia coli (ATCC 43895 e 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 14458 e 25923) e Candida albicans ATCC 10231.
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4. METODOLOGIA
4.1. Analise da quebra dos granulos de amido de milho por microscopia 6ptica

As imagens microscoépicas de cada etapa das fases da gelatinizacdo do
amido foram avaliadas com um microscopio Leica MDI8, pelas técnicas de
campo claro e contraste de fase. Foram preparadas em cinco etapas (I, I, lll, IV,
V) com tratamentos diferentes (tempo e calor) até a desintegracdo dos graos,

como mostra na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢céo das etapas e tratamentos

Etapas Amido(g) Aquecimento Tempo de aquecimento (min) Temperatura®C Volume de agua (mL)

I 0,5 Nao - 27 1.0

Il 1,5 Nao - 27 100,0
1l 1,5 Sim 2 90 100,0
v 1,5 Sim 5 92,5 100,0
V 1,5 Sim 10 95 100,0

Fonte: Autora, (2024).

4.2. Preparo da nanoemulséo

As nanoparticulas foram obtidas por meio da técnica de nanoemulséo,
com base na literatura (SALVIA-TRUJILLO, et al. 2014), com adaptagbes. A
influéncia do Oleo essencial e do surfactante foi investigada, variando suas
concentracfes. O esquema metodoldgico do preparo esta apresentado na Fig.
6.
Figura 6: Esquema metodolégico
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Fonte: Autora, (2024).

Foram utilizados dois sistemas liquidos diferentes para formular as

nanoparticulas, nomeadamente, a fase aquosa contendo o tensoativo nao-iénico
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e a fase oleosa. As concentracdes do tensoativo ndo-ibnico e da fase oleosa
foram variadas e o volume da solucéo de polimero foi mantido constante para
todas as formulacdes (0,3 g de polimero/20 mL de agua = 0,015 g/mL), como
apresentado na Tabela 2. A concentragdo do 6leo e do surfactante foram
calculadas uma em proporc¢éo a outra, 0,01:1 (AM5), 0,1:1 (AM3), 1:1 (AM4), 2:1
(AM2), 1:0,1 (AM1), 0,01:1 (AM6). A amostra (AM6) foi descartada apos a
preparacao, devido ao alto indice de saponificacdo e instabilidade.

Para preparar a fase aquosa, foram pesados 3 g de amido de milho e
dispersos em 200 mL de agua destilada. A suspensao foi aquecida e mantida a
95 °C durante 10 minutos. Nesta temperatura, a matriz polimérica do amido
desintegra-se, dando origem a uma suspensdo homogénea, correspondendo a
gelatinizacdo do amido. A suspenséo foi mantida a temperatura ambiente até
atingir 25 °C. ApGs o resfriamento, a suspenséo foi agitada a 600 rpm durante
30 minutos, seguindo-se a adicdo do tensoativo nao-iénico (Tween-80), que
permaneceu em agitacdo por mais 30 minutos. Em seguida, a fase oleosa foi
adicionada lentamente por gotejamento. O sistema foi mantido sob agitacéo
magnética durante mais 1 hora, o que levou a formacdo da nanoemulsédo. As

amostras foram armazenadas em refrigeracéo.

Tabela 2: Composi¢do das amostras

Amostra Polimero (g) Oleo Essencial (mL) Surfactante (mL) Volume de agua (mL)

AM1 0,3 0,3 0,03 20,0
AM2 0,3 0,6 0,3 20,0
AM3 0,3 0,03 0,3 20,0
AM4 0,3 0,9 09 20,0
AMS 0,3 0,3 0,3 20,0
AMB 0,3 0,03 09 20,0
Controle 0,3 - - 100,0

Fonte: Autora (2024).

4.3. Caracterizacdes fisico-quimicas

4.3.1. Tamanho médio das nanoparticulas, indice de polidispersao e potencial
zeta

O tamanho médio das nanoparticulas, o indice de polidisperséo e o
potencial zeta foram determinados pela técnica de Espalhamento Dinamico de
Luz (DLS), utilizando o equipamento Zetasizer (Nano-Zs Malvern Instruments),

procedimento realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
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Universidade Estadual Paulista — Campus Araraquara. A leitura foi realizada com
20 pL de cada amostra diluida em 1 mL em agua destilada.

Os dados das caracterizagBes fisico-quimicas adquiridos através do
software do equipamento Zetasizer foram tratados utilizando o software
OriginLab 6.0.

4.3.2. Eficiéncia do encapsulamento (EE%)

O teor de 0leo essencial nas nanoparticulas foi determinado por absorcéo,
seguindo o método descrito na literatura (DANESHMAND, et al., 2018; KATHE,
et al., 2014). O espetro de absor¢cédo do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
em etanol (5 uL de 6leo em 950 uL de etanol) foi adquirido na faixa de 190 a 700
nm usando um espectrofotometro Bel Photonics UV-M51, e os dados foram
usados para construir a curva de calibragéo, com o valor (valor R =0,99907;y =
-9,18,10-4 x + 6425,7548), usando os valores de absor¢do mais elevados, que
foram atingidos a 274 nm.

Para determinar a eficiéncia do encapsulamento, 20 yL de amostra foram
diluidos em 980 pL de agua destilada e centrifugado a 10.000 rpm durante 3 min,
utilizando uma microcentrifuga KASVI K14-1215P. O sobrenadante (composto
por oleo livre ndo encapsulado e agua) foi descartado; 500 uL de etanol foram
adicionados ao eppendorf no qual as nanoparticulas foram depositadas no
fundo, e a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm durante 3 min. Nesta fase, a
nanoparticula rompe e o Oleo é solubilizado no etanol para leitura da
absorbancia. A absorbancia foi lida a 274 nm e o teor de 6leo foi determinado

utilizando a curva de calibracgé&o.

4.4, Potencial antimicrobiano das amostras in vitro

O potencial antimicrobiano das amostras de nanoemulsdo foi avaliado
utilizando o método de difusdo em pogos (OSTROSKY et al., 2008). O potencial
antimicrobiano foi investigado contra a bactéria Gram-negativa Escherichia coli
(ATCC 43895), a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 14458),
cepas de leite mastitico e a levedura Candida albicans (ATCC 10231). Os

microrganismos foram cultivados durante 24 horas posterior ao teste em meio
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de cultura Sabouraud agar para a levedura e Nutriente agar para a bactéria. Para
o teste microbiologico, as placas de Petri foram nomeadas e preenchidas com
meio de cultura, apoés a solidificacdo do agar, foram feitos doze pocos (6 mm de
didmetro) na superficie utilizando um bocal de vidro, e a levedura ou a bactéria
foi inoculada espalhando-a com o auxilio da al¢a de inoculacdo na superficie do
agar. Foram testadas as cinco formulagbes da nanoemulsédo e os testes foram
efetuados em duplicata. Foram adicionados 100 uL de amostra em cada pocgo.
O controle positivo foi o antibidtico tetraciclina (100 yL/pogo, 2mg/mL), o 6leo
essencial (100 yL/pogo) também foi testado. As placas foram incubadas durante
24 horas a 37 °C. Apos este periodo de tempo, as amostras foram analisadas

visualmente quanto a zona de inibicéao e fotografadas.

4.5. Concentracédo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM)

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foram determinados pela
técnica de CIM. Para isso, os isolados testados foram recuperados em caldo
Brain Heart Infusion Broth (BHI) a 36 °C por 18 horas antes do teste. Foram
distribuidos 100 pL de caldo Caldo Muller Hinton (CMH) (concentracédo dupla)
em todos os pocgos das 10 primeiras colunas de uma placa de Elisa. A 112 e 122
colunas, foram o controle negativo e positivo, respectivamente; sendo a primeira
apenas caldo CMH e a segunda CMH e in6culo. Posteriormente, 100 uL da
nanoemulsdo foram adicionados a coluna 1, depois homogeneizados e a mesma
guantidade aliquotada e transferida a coluna 2 e, assim sucessivamente, até a
coluna 10, obtendo-se entao diferentes concentracdes diluidas serialmente. Em
seguida, foi adicionada uma aliquota de 100 pL do in6culo de cada estirpe
bacteriana (a 5 x 10° UFC/mL). As placas foram incubadas durante 24 horas a
37 °C.

Para a técnica de CBM, apoés a determinacdo da CIM, aos ensaios que
nao foram notados crescimento bacteriano visivel, através de semeadura por
esgotamento, as amostras foram semeadas em placas de agar BHI e incubadas
a 37 °C por 24 horas. Os ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana
foram realizados seguindo os padrdes estabelecidos pelos guias do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023a; 2023b). Procedimento realizado na
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- Campus Jaboticabal.

4.6. Controle microbiologico - andlise de proliferacdo de microrganismos nas
amostras de nanoemulséo

O numero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) de bactérias e
fungos foi determinado por ensaio microbioldgico. Um total de 100 yL de cada
amostra (nanoemulsdes e controle) foram dispersos individualmente em 900 pL
de solucéo salina e diluidas serialmente até 10-3. As amostras diluidas foram
individualmente distribuidas com a alca de Drigaslki em placa Petri, preenchidas
com meio de cultura Nutriente agar para as bactérias e Sabouraud agar para os
fungos. A contagem foi realizada 24 horas apds incubacéo a 25 °C e as placas

foram fotografadas.

4.7. Avaliacdo do efeito protetor de frutos pos-colheita

Foram selecionados dois frutos para o estudo do efeito protetor pos-
colheita. As espécies Malpighia emarginata (acerola) e Vitis vinifera L. (uva)
foram selecionadas porque sao faceis de apodrecer a temperatura ambiente em
poucos dias. Os dois frutos foram adquiridos num mercado local na cidade de
Araraquara, Sao Paulo, Brasil. Na selecao dos frutos de acerola para o estudo,
a cor da casca foi analisada, sendo que a maioria apresentava apenas uma cor
(tom inicial da maturacéo do fruto - laranja claro ou tons avermelhados) ou duas
cores, mudando do estagio inicial (laranja claro-avermelhado) para o estagio
maduro (laranja escuro-avermelhado). Relativamente as uvas, todos os frutos
apresentavam uma cor inicial pos-colheita verde clara.

O método de revestimento esta representado na Fig. 7 (a). Os frutos foram
primeiro higienizados com agua destilada (etapa 1) e colocados em papel toalha
para secar (etapa 2). Foram utilizados seis exemplares de cada espécie,
divididos em dois grupos (controle e amostral) para analisar o efeito protetor do
revestimento. O grupo controle foi revestido com a suspensao aquosa da fase
de amido (sem 6leo e surfactante). Para a acerola, a amostra AM2 foi utilizada e
para a uva, a amostra AM1, todas com 3 amostras (triplicata). Para o

revestimento, os frutos foram imersos individualmente em um béquer de 30 mL
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contendo a hanoemulséo (15 mL), conforme a Fig. 7 (b), e deixados em repouso
na nanoemulsao por 1 minuto (etapa 3). Com o auxilio de uma pinca os frutos
foram retirados do béquer. Em seguida, delicadamente colocados sobre a
superficie de um papel toalha para secar (etapas 3-4). Apés secagem, as
amostras foram movidas delicadamente com o auxilio de uma pinga para um
estudio fotografico (etapa 5), onde foram mantidas a temperatura ambiente
(25°C) e observadas diariamente, fotografadas, por um total de 5 dias para a

acerola e 6 dias para a uva.

Figura 7: Processo de imerséo dos frutos em nanoparticulas (a). Frutos imersos (b)

a
Grupo controle:

Supensado de amido livre de OE

//"N{l‘

Grupo amostral:
Nanoparticulas com OE

b

Fonte: Autora, (2024).
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5. Resultados e Discussdes
5.1. Desintegracéo dos graos de amido de milho

Para visualizar as etapas desde o inchamento e quebra dos granulos até
a gelatinizacdo dos grdos de amido, um conjunto de cinco imagens é
apresentado na Fig. 8, (lado direito, técnica de contraste de fase e lado esquerdo
campo claro).

Na etapa I, a imagem representa a suspensao imediatamente apos seu
preparo, sem aquecimento, a 25 °C. Esta suspensao foi prontamente analisada
por microscopia mostrando os granulos intactos com cerca de 10-25 ym de
tamanho (Fig. 8 I). No passo I, os granulos foram deixados em repouso durante
30 minutos em agua a 25 °C e depois analisados. Os granulos mantiveram a sua
estrutura intacta e semelhante a observada na etapa | (Fig. 8 II). Na etapa lll, o
amido foi aquecido com agua por 2 minutos a 90 °C, resultando no inchamento
parcial de alguns granulos (Fig. 8 Ill). Nesta etapa, o tamanho variou entre 50 e
150 um, indicando seu alto inchamento. Na etapa IV, o amido foi aquecido a 92,5
°C em &gua por 5 minutos, levando a ruptura de grande parte dos granulos,
tornando-se mais dificil a medida do tamanho dos gréos devido a falta de
delimitacdo dos mesmos. Na etapa V, o amido foi aquecido a 95 °C durante 10
minutos em agua, resultando numa suspensdo homogénea, praticamente sem
granulos. Poucos graos quebrados em pequenos pedacgos séo indicados por
setas, com tamanhos por volta ou menores que 10 ym.

A quebra e gelatinizacdo do amido é um processo bem descrito na
literatura. No processo descrito anteriormente, 0os graos desintegram-se como
esperado e as imagens registradas representam um incremento do registo do

processo.
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Figura 8: Inicial (I, 1), parcial (lll, 1V) e final (V) das etapas do processo de desintegracéo dos
granulos de amido

Fonte: Autora, (2024).

5.2. Caracterizacoes fisico-quimicas

5.2.1. Tamanho médio da particula e indice de polidisperséo

O tamanho médio das nanoparticulas foi determinado por DLS e os
resultados séo apresentados na Tabela 3. A amostra com o menor tamanho de
particula (232 nm) tem o maior teor de surfactante (AM4), e aquelas com
concentracdo intermediaria de surfactante (AM2, AM3 e AM5), apresentaram
particulas de tamanho aproximadamente dobrado. Esses resultados mostraram
gue o tamanho da particula é influenciado pela concentragéo do surfactante, em
gue guanto maior a quantidade de surfactante, menor o tamanho da particula. O
gue esta de acordo com as referéncias da literatura. O surfactante diminui a
tensdo interfacial, impactando na diminuicdo do tamanho de particula e
estabilizacao do sistema (SCHRAMM, 2014). Relativamente ao tamanho médio
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das microparticulas-nanoparticulas de amido de milho, a literatura mostra que
pode variar entre cerca de 286,6 nm e 412-445 nm (BRAVO, et al., 2016;
DANIEL, 2018).

Tabela 3: Composic¢ao e tamanho médio das nanoparticulas (nm)

Amostra Polimero (g) Oleo Essencial (mL) Surfactante (mL) Tamanho médio das particulas (nm)

AM1 0,3 0,3 0,03 404.3
AM2 0,3 0,6 0,3 4976
AM3 0,3 0,03 0,3 559.1
AM4 0,3 09 0,9 2323
AM5 0,3 0,3 0,3 5004
Controle 0,3 - - 230,6

Fonte: Autora, (2024).

Na Fig. 9 e na Tabela 4 encontram-se a distribuicdo do tamanho das
particulas e o indice de polidispersividade médio, respectivamente.

Os valores do indice de polidisperséo variaram entre 0,4 a 1,0, incluindo
0 controle e as amostras. Valores na faixa de 0,1 - 0,5 indicam distribuicbes
adequadas e homogéneas, demonstrando boa qualidade na suspenséo coloidal
guando as nanoparticulas sdo compostas por polimeros naturais. Valores
préximos ou superiores a 0,7 sugerem particulas grandes ou agregados na
suspensao (AVADI, et al., 2010). As amostras AM1 e AM5 apresentaram o PDI
mais adequado, no que diz respeito a sua estabilidade fisica nas formulacoes.
Os valores de PDI encontrados na literatura para microparticulas-nanoparticulas
de amido est&o na faixa de 0,3-0,5 (AHMAD, et al., 2020).

Figura 9: Tamanho médio das nanoparticulas

AMA /\_/\"\_

AM2 /M_

AMS /N_

Controle

Intensidade (UA)
z

— T T Ty T T T T —T
1 10 100 1000 10000

Tamanho de particula (nm)

Fonte: Autora, (2024).
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Tabela 4: indice de polidispersdo das amostras

Amostra Polimero Oleo Essencial (mL) Surfactante (mL) indice de polidispersividade

AM1 0,3 0,3 0,03 0,5
AM2 0,3 0,6 0,3 1,0
AM3 0,3 0,03 0,3 0,6
AM4 0,3 0,9 0,9 1,0
AM5S 0,3 0,3 0,3 0,5
Controle 0,3 - - 0.4

Fonte: Autora, (2024).

A suspenséo utilizada para a nanoemulsdo foi preparada através do
tratamento térmico de grdos de amido, num processo top-down. Neste processo,
0s graos inteiros sado quebrados e depois utilizados para preparar a fase aquosa
para a preparacdo da nanoemulsédo, e € inerente ao amido, que se encontra na
natureza em forma de gréo. Esta abordagem €& completamente diferente do
processo de solubilizacdo de polimeros, normalmente utilizado em
nanoemulsdes poliméricas. Assim, as propriedades e o comportamento das
nanoparticulas preparadas a partir do amido sdo Unicos e ndo podem ser
comparados com os das nanoparticulas preparadas utilizando a abordagem de
solubilizacdo. A ruptura do grdo e a separacdo das macromoléculas ndo sao
totais devido as interacdes quimicas e a disposicao da amilose e da amilopectina
no interior do grao de amido na natureza. Apés a ruptura do gréo, forma-se uma
suspensao com pequenos agregados, no entanto, bem distribuidos e altamente
homogéneos. O indice de polidisperséo e o tamanho das particulas podem ser
influenciados pela retrogradacdo do amido, que leva a formacéo de estruturas
esferuliticas preenchidas com subestruturas nanométricas (particulas primarias)
(LU, et al., 2024). Além disso, a amilopectina e a amilose também podem ser
reagrupadas para formar estruturas nanométricas durante o armazenamento
(ZHANG, et al., 2020), influenciando o PDI e o tamanho das particulas.

Para verificar se ao longo do tempo poderiamos encontrar dimensdes
variadas em uma suspenséao aquosa de amido, foi determinado o tamanho médio
das particulas no tempo zero e apoés 60 dias de armazenamento. Os resultados
estdo apresentados na Fig. 10. Todo processo de quebra dos granulos foi
realizado até atingir a gelatinizagédo. Esta suspenséo foi analisada, logo apés o
seu preparo e apresentou um tamanho médio de 230 nm. Apds 60 dias,
apresentou 4 picos diferentes de tamanhos, com tamanho médio de 2.607 nm.

E o maior tamanho foi de 3.091 nm, com uma representatividade de 18,7% do
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total da amostra. Isto, possivelmente se justifica pela presenca de particulas
agregadas, provenientes da retrogradacdo do amido. A maneira em que esta
suspensdo foi armazenada (refrigeracdo) pode ter potencializado a

retrogradacgao.

Figura 10: Tamanho médio dos gréos retrogrados da solugdo aquosa de amido

Tempo 0

60 dias FaN /\ /\/L

1 10 100 1000 10000

Intensidade (UA)

Tamanho de particula (nm)
Fonte: Autora, (2024).

5.2.2. Potencial Zeta

O valor do potencial zeta foi determinado por DLS e os resultados s&o
apresentados na Fig. 11. e na Tabela 5. O potencial zeta indica a carga
superficial das nanoparticulas e é o principal indicador da estabilidade potencial
do sistema coloidal. Os valores mais elevados (negativos ou positivos) do
potencial zeta indicam uma maior repulsdo entre as particulas, ou seja, uma
maior resisténcia a agregacdo. Assim, quando a maioria das particulas em
suspensao apresenta um grande potencial zeta, negativo ou positivo, as forcas
repulsivas sdo dominantes, levando as particulas a repelirem-se umas as outras,
evitando a aglomeragédo. A amostra que apresentou maior estabilidade entre as
formulacdes foi a AM1, com potencial zeta em torno de -22 mV, seguida pela
AM2, com potencial zeta em torno de -8 mV, que tende a ser possivelmente
estavel. A literatura mostra valores que variam de cerca de -1,97 mV, -3,9 mV
(HERNANDEZ-GIOTTONI, et al., 2024) a -12,2 mV, -20,25 mV (AHMAD, et al.,

2020) para nanoparticulas de amido ou sistemas baseados em nanoparticulas
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de amido. Normalmente, os valores numeéricos para indicar a estabilidade do
sistema sao os mais proximos de 30 mV (+ ou -), no entanto, o potencial zeta
depende da natureza do dispersante e da sua superficie, indicando assim que a
composigdo da amostra deve ser levada em considerag&o. Considerando que a
hidroxila do amido € pouco dissociavel em pH fisioldgico, e que eles representam
o principal componente da camada externa das nanoparticulas que da origem

ao potencial zeta, isso poderia explicar os baixos valores encontrados.

Tabela 5: Valores do potencial zeta
Amostra Polimero (g) Oleo Essencial (mL) Surfactante (mL) Potencial Zeta (Mv)

AM1 0,3 0,3 0,03 -22.6
AM2 0,3 0,6 0,3 -8,09
AM3 0,3 0,03 0,3 -4.26
AM4 0,3 0,9 0,9 -4 91
AMS 0,3 0,3 0,3 -4.25
Controle 0,3 - - -5,78

Fonte: Autora, (2024).

Figura 11: Valores do potencial zeta (mV)
AMA1 AM2 AM3 AM4 AM5  Controle
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Fonte: Autora, (2024).

A camada superficial negativamente carregada das nanoparticulas,
indicada pelo potencial zeta, foi utilizada para confirmar a arquitetura quimica

das nanoparticulas, como sera apresentado a seguir.
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5.3. Arquitetura quimica das nanoparticulas

Os resultados do potencial zeta mostraram que a superficie da
nanoparticula apresenta uma camada superficial carregada negativamente,
indicando que é constituida por amido. A suspensdo de amido corresponde ao
maior volume do sistema, envolvendo assim o nucleo constituido pelo 6leo
essencial. Estas duas redes moleculares estdo ligadas e estabilizadas pelo
tensoativo ndo-idbnico (Tween-80). A estabilidade do sistema é o resultado da
estrutura quimica dos componentes do sistema, nomeadamente o tensoativo,
gue apresenta uma porc¢ao hidrofilica, com afinidade para a agua, e uma cauda
hidrofébica com afinidade para o 6leo, o 6leo, predominantemente hidrofébico e
o0 amido, rico em grupos hidrofilicos. As forcas dominantes que conduzem as
interacOes hidrofilicas sdo as ligacbes de hidrogénio e, entre as contrapartes
hidrofébicas, estdo as de dipolo-dipolo e as de Van der Waals. A parte hidrofilica
do tensoativo interage com os grupos hidroxila do amido e a parte hidrofébica
interage com o nucleo oleoso, reduzindo a tenséo superficial entre as fases e
levando as moléculas a organizarem-se em forma de esferas formadas por
pequenos grupos de moléculas. As cargas negativas fornecidas pelas moléculas
de amido reunidas, expfem o0s seus grupos hidroxila na superficie da
nanoparticula. Estas nanoparticulas carregadas negativamente repelem-se
umas as outras, mantendo a estabilidade da hanoemulsao (HIEMENZ e LODGE
2007; CARVALHO, et al., 2018). O aspecto visual das formulacdes pode ser
visualizado na imagem da Fig. 12. A representa¢do esquematica da arquitetura
guimica das nanoparticulas pode ser vista na Fig. 13.

Figura 12: Formulacdes das amostras

Controle

Fonte: Autora, (2024).
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Figura 13: Representacéo da nanopatrticula
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Fonte: Autora, (2024).

5.4. Eficiéncia do encapsulamento

A eficiéncia do encapsulamento das amostras pode ser vista na Tabela 6.
As nanoparticulas com porcentagens elevadas de encapsulamento representam
um bom sistema de carga e espera-se que conduzam a um melhor desempenho
de liberacdo quando comparadas com as que tém porcentagens baixas.

As amostras AM1, AM5 (46,67%) e AM2 (23,33%) apresentaram maiores
porcentagens de encapsulamento. Para a amostra AM3, néo foi possivel calcular
a porcentagem de encapsulamento de 6leo essencial para a AM3 devido ao

baixo teor de 6leo na composicao.

Tabela 6: Valores da eficiéncia de encapsulamento

Amostra Polimero (g) Oleo Essencial (mL) Surfactante (mL) Eficiéncia de encapsulacéo (%)

AM1 0,3 03 0,03 46,67
AM2 0,3 0,6 0,3 23,33
AM3 0,3 0,03 0,3 -
AM4 0,3 09 0,9 15,56
AM5 0,3 03 0,3 46,67
Controle 0,3 - - -

Fonte: Autora, (2024).
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5.5. Potencial antimicrobiano

A atividade antifungica e antibacteriana das nanoemulsfes foi avaliada
pela técnica de ensaio de difusdo em poc¢os. As zonas de inibicdo das amostras
sdo apresentadas na Fig. 14, para 0s seguintes microrganismos: (a) Escherichia
coli, (b) Staphylococcus areus (c) Candida albicans (d) Cepas de leite mastitico
AM2 (e) Cepa de leite mastitico AM4. Foram utilizados dois po¢os como controle,
um com o antibiético e o outro com o 6leo essencial; os outros pocos foram
preenchidos com as amostras de nanoemulsdo. Em todos os ensaios, 0s dois
controles apresentaram inibicdo, indicando que o teste estava funcionado
adequadamente. Para a bactéria Gram-negativa Escherichia coli as amostras
AM1, AM2 e AM5 apresentaram inibicdo. Para a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus as amostras ndo apresentaram inibicdo. Uma cepa de
leite mastitico foi testada para a amostra AM2, pois essa amostra apresentou
maior eficiéncia de encapsulamento e, apresentou efeito bactericida. A amostra
AM4 também foi testada devido a maior composicao do dleo nesta formulacgéo.
Esta amostra ndo apresentou efeito de inibicdo. Para a levedura Candida
albicans, a amostra que mostrou a maior zona de inibicdo foi a amostra AM2
seguida pela amostra AM4. Em resumo, AM1, AM2 e AMS5 inibiram Escherichia
coli, porém nenhuma delas inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus; AM2
e AM4 inibiram o crescimento de Candida albicans, com maior efeito observado
para AM4. Os testes realizados nesta etapa sdo testes qualitativos, onde é
possivel somente dizer se ha ou nao efeito inibitério do crescimento microbiano.
A partir destes resultados foi possivel planejar testes quantitativos com
protocolos bem estabelecidos, conforme descritos no item 5.6, para a

confirmacéo da atividade das amostras.
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Figura 14: Escherichia coli (a), Staphylococcus areus (b), Candida albicans (c), Cepa de leite
mastitico (d) Cepas de leite mastiitco (e)

-

a

Fonte: Autora, (2024).

Apbs estes resultados, as amostras foram analisadas em relacdo a sua
concentracao inibitéria minima e bactericida minima para confirmar a eficacia.

5.6. Concentracgdo inibitéria minima e bactericida minima

A concentracédo inibitéria minima é definida como a concentracdo mais
baixa de um agente antimicrobiano que impede o crescimento de mais de 99%
de um microrganismo em diluicAo em meio sélido ou em caldo (Organizagéo
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Mundial da Saude, 2018). A concentracdo bactericida minima (CBM) é a
concentracdo minima de medicamento antimicrobiano que é bactericida (SYKES
e RANKIN, 2014).

Para o teste de concentracdo inibitéria minima, algumas amostras
apresentaram inibicdo para a cepa Staphylococcus aureus e para a Escherichia
coli. As mesmas amostras, testadas para o potencial bactericida minimo,
apresentaram resultados semelhantes, exceto a AM4 para Staphylococcus
aureus. Os resultados dos experimentos de CIM e CBM séo apresentados na
Tabela 7 e Tabela 8. Estes resultados representam o volume total de amostra/mL
gue inibiu o crescimento microbiano no ensaio de concentracao inibitéria minima.

Tabela 7: Resultados da concentracao inibitéria minima da nanoemulséo contra cepas
bacterianas

Microrganismo AM1 AM2 AM3 AM4 AM5 Controle Oleo Essencial
Escherichia coli 500 mg/mL 250 mg/mL * 125mg/mL * ol b
Staphylococcus aureus * 500 mg/mL * 500mg/mL * el wox

(*) A nanoemuls&o ndo apresentou potencial antimicrobiano as cepas testadas.

(**) Houve inibicdo das cepas testadas, mas néo foi possivel determinar o valor da MIC devido
ao elevado potencial antimicrobiano nessa concentracdo do produto. Entretanto, como controle,
o resultado foi satisfatorio.

(***) Controle - Amido: o produto apresentou crescimento em todos 0os pogos avaliados. Como
controle, o resultado foi satisfatorio.

Tabela 8: Resultados da concentragao inibitéria minima bactericida da nanoemulsao

Microrganismo AM1 AM2 AM3 AM4 AM5 Controle Oleo Essencial
Escherichia coli 500 mg/mL 250 mg/mL * 125 mg/mL * * 1,95 mg/mL
Staphylococcus aureus * 500 mg/mL * * * * 250 mg/mL

(*): Devido a falta de potencial antimicrobiano no MIC, néo foi realizado CBM.

As amostras AM1, AM2, AM3 e AM4, continham 0,3, 0,6, 0,03 e 0,9 mL
de Oleo essencial, respectivamente, em suas composicdes. Para os testes foram
utilizados 100 uL de cada amostra, portanto, € necessario calcular quanto de
6leo essencial teriamos em 100 uL de suspensao. Dividindo 0,3 mL de dleo
essencial por 20 mL de suspensdo aquosa de amido (AM1), e transformando
esses valores em microlitros, temos, 300 uL de 6leo em 20.000 uL de suspenséo.
Para definir a quantidade de 6leo avaliada, uma regra de trés foi utilizada:

X? uL de 6leo - 100 uL suspenséao
300 uL de 6leo - 20.000 uL de suspensao
X =1,5uL de 6leo/100 uL de suspenséo
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O resultado do calculo indica que tem-se 1,5 uL de 6leo em cada 100 uL
de suspensao (amostra).

Esta conta foi feita para todas as amostras que apresentaram inibicdo de
microrganismos. As Tabelas 9 e 10 representam os valores das Tabelas 7 e 8

convertidos em concentracéo de Oleo essencial avaliado.

Tabela 9: Resultados CIM de nanoparticulas com 6leo essencial encapsulado

Microrganismo AM1 AM2 AM3 AM4 AM5  Controle Oleo Essencial
Escherichia coli ~ 0,0075 mg/mL 0,015 mg/mL *0,0225 mg/mL * w* ok
Staphylococcus aureus * 0,015 mg/mL * 0,0225 mg/mL * *hok -

(*) A nanoemuls&o ndo apresentou potencial antimicrobiano as cepas testadas.

(**) Houve inibicdo das cepas testadas, mas néo foi possivel determinar o valor da MIC devido
ao elevado potencial antimicrobiano nessa concentracdo do produto. Entretanto, como controle,
o resultado foi satisfatorio.

(***) Controle - Amido: o produto apresentou crescimento em todos os pogos avaliados. Como
controle, o resultado foi satisfatorio.

Tabela 10: Resultados CBM de nanoparticulas com 6leo essencial encapsulado

Microrganismo AM1 AM2 AM3 AM4 AM5 Controle Oleo Essencial
Escherichia coli 0,075 mg/mL 0,015 mg/mL * 0,0225 mg/mL * * 1,95 mg/mL
Staphylococcus aureus * 0,015 mg/mL * * * * 250 mg/mL

(*): Devido a falta de potencial antimicrobiano no MIC, néo foi realizado CBM.

A amostra controle, composta por Oleo essencial, apresentou acéo
bactericida com a concentracdo de 1,95 mg/mL para a Escherichia coli e 250
mg/mL para Staphylococcus aureus. Este 6leo se encontrava em sua forma livre,
isto é, ndo encapsulado, portanto com uma concentracdo, conforme adquirido
(ndo diluido). As amostras com 6leo encapsulado, por sua vez, foram capazes
de inibir o crescimento de microrganismos com concentracdes muito inferiores,
na ordem de aproximadamente 100 vezes menor para Escherichia coli, e 10.000
vezes menor para Staphylococcus aureus (Tab. 10). Esta diferenca na eficacia
das amostras pode ser atribuida ao processo de encapsulamento. Duas
caracteristicas podem ser consideradas para explicar este aumento na eficécia.
A primeira, a distribuicdo do 6leo em reservatorios de escala nanométrica, que
possui como caracteristica uma area de superficie aumentada, aumentando,
portanto a possibilidade de contato com microrganismo, resultando numa maior
disponibilidade para alcancar as membranas microbianas e ai exercer suas
acdo; o carater hidrofilico das particulas permitem um alta dispersao destas no

ambiente aquoso, também contribuindo para a maior eficacia do 6leo, uma vez
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gue € melhor distribuido no meio onde encontram-se 0s microrganismos. Uma
segunda possibilidade, € a melhor conservacao das propriedades do 6leo, que
apos encapsulado, pode apresentar uma maior estabilidade dos componentes
antimicrobianos, possibilitando esta maior eficacia. Conclui-se por estes
resultados, que o processo de encapsulamento gerou um material com eficacia

aumentada em relacéo ao 6leo em sua forma livre.

5.7. Controle microbiolégico - andlise da proliferacdo de bactérias e fungos na
nanoemulséo in vitro
Apo6s 10 meses de armazenamento das amostras de nanoemulsdo, a

proliferagcdo de microrganismos foi analisada.

O controle (suspenséo aquosa de amido sem adicao de 6leo essencial e
surfactante) apresentou um nimero maior de colénias em comparacao com as
amostras, as quais praticamente nédo apresentaram proliferacdo microbiana. Na
Fig. 15 podem ser visualizadas as coldnias bacterianas no teste controle. O
controle apresentou em torno de 4,1x10e3 UFC/mL. As amostras AM1, AM2 néo
apresentaram formacdo de col6nias de bactérias e fungos, indicando ainda a
acao do 6leo nas amostras. As amostras AM3 e AM4 apresentaram 100 UFC/mL
e a amostra AM5 apresentou 200 UFC/mL, que sdo considerados valores baixos
de contaminacdo microbiana. As amostras AM1, AM2 apresentaram potencial
de encapsulamento maior em comparacdo com as amostras AM3, AM4 e AM5,
as quais apresentaram proliferacdo, indicando que ocorreu uma melhor eficacia
das amostras com maior porcentagem de encapsulamento.

Para um sistema contendo nanoparticulas com componentes naturais e
sem conservantes, pode-se considerar uma opgado ecoldgica e sustentavel,

adequada para ser aprimorada e expandida para outras aplicacbes e em largas

escalas.

Figura 15: Resultado do ensaio microbiol6gico no teste controle

Fonte: Autora, (2024).
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Este ensaio nao foi realizado no tempo 0, pois ndo estava programado
durante o desenvolvimento do projeto. Apds 10 meses, observamos estabilidade
das amostras durante o armazenamento e, assim foi realizado o ensaio

microbiolégico para verificar a eficAcia das nanoparticulas.

5.8. Revestimento de frutos in natura com nanoparticulas

Os revestimentos comestiveis podem ser definidos como uma fina
camada de material que pode ser ingerido e que tem como objetivo proteger o
consumivel, atuando como uma barreira a umidade, ao oxigénio e ao movimento
de solutos entre o alimento e o ambiente (FORATO, et al., 2011), com o objetivo
de prolongar o prazo de validade do alimento. Os nanocarreadores preparados
a partir de componentes de origem natural sédo preferiveis para revestimentos
alimentares, pois tém menor impacto ambiental e toxicidade quando comparados
aos revestimentos convencionais, como o0s derivados do petrdleo
(MAQSOUDLOU, et al., 2020).

Os resultados do estudo do efeito de protecdo dos frutos sé&o
apresentados na Fig. 16 (a) para a espécie Malpighia emarginata, totalizando 5
dias de teste e, na Fig. 16 (b), para a espécie Vitis vinifera L., totalizando seis
dias de teste. Os frutos foram revestidos por imersdo na nanoemulsdo. As
amostras AM1 e AM2 foram escolhidas para este teste porque apresentaram a
maior porcentagem de eficiéncia de encapsulamento do 6leo essencial, como
mostram os resultados no tépico 5.4.

Os resultados indicaram que o revestimento proporcionou uma protecéo
antimicrobiana, aumentando o tempo de vida dos frutos a temperatura ambiente.
Para os dois tipos de teste realizados, observou-se que os frutos do grupo
controle (fase aquosa sem 6leo) apodreceram mais rapidamente do que os frutos
do grupo de teste, indicando um bom resultado e eficiéncia na protecdo dos
mesmos, por um efeito possivelmente resultante da atividade antimicrobiana do
oleo, diminuindo a velocidade de proliferagdo de microrganismos. Prolongar o
prazo de validade de um produto alimentar, mesmo que por alguns dias, pode
representar vantagens economicas consideraveis para as empresas do setor
alimentar (HASSAN, et al., 2018).
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Figura 16: Resultado do revestimento com nanoparticulas, espécie Malpighia emarginata (a).
Espécie Vitis vinifera L. (b)

Fonte: Autora, (2024).
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6. Conclusodes

A proposta de desenvolver um sistema nanoestruturado funcional e
sustentavel foi bem sucedida, conforme indicado pelos resultados. A tecnologia
escolhida para o estudo, a nanoemulséo, utilizando um polimero natural como
matriz polimérica, foi eficiente para carrear componentes ativos como o dos 6leos
essenciais. Este sistema apresentou potencial de inibicdo microbiana, conforme
demonstrado pelos testes de concentracées minimas de inibitéria para bactérias,
concentracao bactericida minima e eficiéncia em aumentar o tempo de vida dos
frutos in natura. As amostras AM1 e AM2, foram as que apresentaram maior
estabilidade e maior eficiéncia de encapsulamento, variando entre
aproximadamente 47 e 23%. Estas amostras também apresentaram um
resultado interessante no ensaio microbiolégico, apdés 10 meses de
armazenamento, sem proliferacdo de bactérias e fungos em comparacdo ao
controle, livre de 6leo, pode-se considerar como um indicativo de tempo de
conservacao. Os resultados indicam que essas amostras podem ser usadas e/ou
aprimoradas e posteriormente aplicadas na area desta proposta, e em outras
areas.

Por fim, é importante ressaltar que o desenvolvimento de um revestimento
comestivel desenvolvido com um polimero natural, como o amido, e as
substéancias ativas e funcionais dos 0leos essenciais, € uma escolha importante
quando nos referimos aos problemas atuais em relagdo a liberacao de toxinas e
residuos de materiais sintéticos no meio ambiente. Preservar o fruto e prolongar
0 seu prazo de validade reduz a taxa de descarte, além de garantir seguranca e
qualidade para o consumidor. Existe uma série de testes que demonstram a
eficacia do revestimento, alguns dos quais, como analise de perda de massa,
alteracdOes de pH, testes sensoriais, entre outros, os quais nao foram realizados
no trabalho. Por este motivo € necessario continuar a caracterizar a
nanoemulsdo formulada, uma vez que esta apresentou bons resultados em

relacdo ao teste de preservacao.
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