NATALIA FERRAO CASTELO BRANCO MELO

BIOATIVIDADE DA ASSOCIACAO DE GEL E
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA NA CONSERVACAO

DE UVAS (Vitis labrusca L.)

RECIFE - PE

2016



NATALIA FERRAO CASTELO BRANCO MELO

BIOATIVIDADE DA ASSOCIACAO DE GEL E
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA NA CONSERVACAO

DE UVAS (Vitis labrusca L.)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Nutricdo do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Pernambuco, para obtenc¢édo do titulo de
Mestre em Nutricao.

Orientadora: Profé. Dr2 Thayza Christina Montenegro Stamford

Co-orientadora: Profé, Dr2 Thatiana Montenegro Stamford Arnaud

RECIFE
2016



Catalogacio na Publicacio (CIP)
Bibliotecaria: Monica Uchda, CRB4-1010

MS28b

Melo, Natalia Ferrdo Castelo Branco.
Bioatividade da associacdo de gel e nanoparticulas de quitosana na
conservacdo de uvas (Vitis labrusca L.) / Natalia Ferrdo Castelo Branco

Melo. — 2016
176 12101 tab.; 30 cm.

Orientadora: Thayza Christina Montenegro Stamford.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pemambuco,

CCS. Programa de Pds-Graduacgdo em Nutricdo. Recife, 2016.
Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Manotecnologia. 2. Salmonella. 3. Escherichia coli. 4. Frutas. 5.
HET-CAM. 1. Stamford, Thayza Christina Montenegro (Orientadora). Il

Titulo.

612.3 CDD (23.ed.) UFPE (CCS52016-082)




NATALIA FERRAO CASTELO BRANCO MELO

Bioatividade da associacédo de gel e nanoparticulas de quitosana na

conservacao de uvas (Vitis labrusca L.)

Dissertagédo aprovada em: 22 de fevereiro de 2016

Profa. Dra. Thatiana Montenegro Stamford Arnaud- UFPE

Profa. Dra. Lucia Raquel Berger - UFPB

Profa. Dra. Margarida Angélica da Silva VVasconcelos- UFPE

RECIFE - PE
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO —UFPE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM NUTRICAO

Reitor
Prof.° Anisio Brasileiro de Freitas Dourado
Vice-reitor
Prof.° Silvio Romero de Barros Marques
Pro-Reitor para Assuntos de Pesquisa e Pés-Graduacéao
Prof.° Francisco de Sousa Ramos
Diretor do Centro de Ciéncias da Saude
Prof.° Nicodemos Teles de Pontes Filho
Vice-Diretor do Centro de Ciéncias da Saude
Prof.2 VVania Pinheiro Ramos
Chefe do Departamento de Nutricdo
Prof.2 Alda Verdnica Souza Livera
Vice-Chefe do Departamento de Nutricao
Prof.2 Juliana Maria Carrazzone Borba
Coordenador do Programa de Pos-Graduacgdo em Nutrigcdo
Prof.2 Elizabeth do Nascimento
Vice-Coordenador do Programa de Pds-Graduacao em Nutricao

Prof.2 Margarida Angeélica da Silva Vasconcelos



Com carinho, dedico esse trabalho a Deus e aos meus queridos pais

Maria do Carmo e Rodolfo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por toda sua prote¢éo, iluminacdo, paz e amor que me concebeu durante toda

a caminhada da vida.

A minha amada méae, Maria do Carmo, pelo seu amor, compreens3o, dedicacéo, conselhos e

apoio, que me dao forgas para prosseguir. Sua luz faz de mim uma pessoa melhor.

Ao meu querido pai, Rodolfo, que conferiu paciéncia e apoio durante todo tempo. Obrigada por

todas as idas na Universidade, durante os feriados e finais de semana necessarios.

A minha tia Fatima, por todo incentivo e orientacio sobre a vida académica.

A meu querido tio Tutuca, sempre carinhoso e disponivel em ajudar aos outros.

A todos os outros familiares, em especial a Tia Dora, vové Lindalva, Luizinho, Vinicius, Davi

e Lucas que mesmo distante estiveram torcendo pelo meu sucesso.

A Naércio, por seus conselhos, paciéncia, apoio e carinho.

As professoras Thayza e Thatiana pela preciosa orientacdo e oportunidade de aprendizado,

sempre com muita simpatia e paciéncia.

A professora Tania que sempre dedicou atencéo e realizou sabias sugestdes para os alunos que
trabalham em seu laboratorio. Sua generosidade transforma os alunos em pessoas cada vez

melhores.

A Miguel Flores pela sua paciéncia, simpatia e generosidade em ajudar durante toda a pesquisa.
Sua disponibilidade de tempo e do laboratdrio foi imprescindivel para produgéo e anélise das

nanoparticulas.



Aos meus queridos técnicos Vivaldo e Camilo, pelas preciosas orientacdes e apoio durante as
andlises fisico-quimicas e microbioldgicas. Que suas generosidades se multipliquem em bons

acontecimentos em suas vidas. VVocés foram grandes professores para mim!

Ao Laboratdrio de Experimentagdo e Anélise de Alimentos (LEAAL) pela disponibilidade de
equipamentos e materiais na realizacdo das analises necessarias. Obrigada a todos 0s outros

técnicos: Alexandre, Arthur, Olivia, Moisés.

A todos os integrantes do laboratério de microbiologia do departamento de nutricdo, em
especial a Bruna, Michelle, Fernanda, Karine e Darllety. Agradego pela disposi¢do em ajudar

nos experimentos e nos momentos de dificuldades.

As professoras Marcela Sarmento, Viviane Padilha e Silvana Salgado pela oportunidade de
realizacdo do estagio de docéncia na disciplina Nogdes de Quimica dos Alimentos e Bebidas.

Foi um momento muito enriquecedor!

Ao pessoal do Laboratério de Solos de Agronomia da UFRPE, em especial ao Professor
Newton Stamford, as pés-graduandas Emanuella e Marta pela disponibilidade em me ajudar na
liofilizagdo das nanoparticulas.

A empresa Kitozyme pelo fornecimento da quitosana microbiolégica.

A Universidade Federal de Pernambuco e ao Programa de P6s-Graduacio em Nutri¢do pela

oportunidade em desenvolver essa pesquisa.

A Fundagio de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE) pelo

incentivo a pesquisa e pelo financiamento e bolsa concedidos.

Aos membros da banca que se predispuseram a participar e conferir importantes sugestdes para

melhoria deste trabalho.

Agradeco imensamente a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizagdo da

pesquisa.



“A vida esta cheia de desafios que, se aproveitados de forma criativa
transformam-se em oportunidades”

Maxwell Maltz



RESUMO

As uvas sdo frutas economicamente importantes, pereciveis e susceptiveis a deterioragdo
microbiana. O uso de coberturas comestiveis a base de gel de quitosana tem sido estudado na
conservacao de frutas, devido a sua acdo antimicrobiana e baixa toxicidade. Essas propriedades
podem ser potencializadas quando a quitosana apresenta-se no formato de nanoparticulas.
Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar a acdo antimicrobiana e potencializadora de
cobertura comestivel formada da associacdo de gel e nanoparticulas de quitosana na
conservacio de uvas. As quitosanas fungicas foram cedidas pela empresa Kitozyme®, (Kiofine®
e Kionutrime®) as quais foram obtidas da parede celular do Aspergillus niger. A caracterizagéo
das quitosanas foram realizadas para determinacdo do grau de desacetilacdo, caracteristicas
estruturais e peso molecular, respectivamente pelas técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio, Espectroscopia de Infra-vermelho e viscosidade. As nanoparticulas foram
preparadas pelo método de gelatinizacao idnica e posteriormente passaram por um tratamento
térmico (50°C/900rpm/30min). Sua caracterizacao foi feita atraves das técnicas de Medidas de
Espalhamento Dinamico de Luz e Microscopia Eletrénica de Varredura e Transmissdo. O teste
de microdiluicdo foi utilizado para determinar a concentracdo inibitdria minima (CIM) e
bactericida minima (CBM) das nanoparticulas de quitosana, gel de quitosana e gel enriquecido
com nanoparticulas frente a bactérias patogénicas de origem alimentar. As nanoparticulas em
diferentes concentragdes (CIM/2, CIM, 2CIM) foram misturadas ao gel de quitosana (20mg/ml)
para formacao das coberturas aplicadas nas uvas. Foram avaliados 0s aspectos fisico-quimicos,
sensoriais e a bioatividade das uvas (com e sem coberturas) frente a Escherichia coli e
Salmonella spp, durante o armazenamento em temperatura ambiente (25°C — 12 dias) e
refrigerada (12° - 24 dias). Foi analisado também a citotoxicidade das coberturas através do
teste da Membrana Corioalantoide do ovo de galinha (HET-CAM) fecundado e incubado por
um periodo de 9-10 dias. Para determinar o grau de irritabilidade pelo HET-CAM, foram
observadas a presenca de vasoconstriccdo, coagulacdo e hemorragia, até 5 minutos apds a
exposicdo as substdncias testes. As quitosanas Kiofine® e Kionutrime® apresentaram,
respectivamente, grau de desacetilacio de 89,5% e 86% e peso molecular de 4, 35 x 10%*g/mol
e 4 x 10% g/mol, sendo consideradas de baixo peso molar. As nanoparticulas produzidas
apresentaram formato esférico e tamanho médio de 101,7nm. As coberturas testes se
apresentaram atdxica pelo método do HET-CAM, preservaram a qualidade fisico-quimica e
sensorial das frutas e inibiram o crescimento de Salmonella spp. e E. coli em uvas
artificialmente infectadas. Os resultados obtidos no estudo demonstraram a efetividade do gel
enriquecido com nanoparticulas em diferentes concentragdes (CIM/2, CIM, 2CIM) em inibir o
crescimento de bactérias patogénicas de origem alimentar e prolongar a vida de prateleira de
uvas durante o periodo estudado, tornando-se um alternativa promissora para conservacao pos-
colheita desse fruto.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Salmonella. Escherichia coli. Frutas. HET-CAM.



ABSTRACT

The grapes stand out as an economically important fruit, perishable and susceptible to microbial
spoilage. The use of edible coatings chitosan gel has been studied in the preservation of fruits,
due to its antimicrobial activity and low toxicity. These properties can be potentiated when the
chitosan are presented in the format of nanoparticles. Therefore, the objective of this study was
to evaluate the antimicrobial action and potentiated of edible coatings formed by the association
of chitosan gel and chitosan nanoparticles to the conservation of grapes. The fungal chitosan,
Kiofine® and Kionutrime®, were obtained from the cell wall of Aspergillus niger, and were
provided by Kitozyme®. The characterizations of chitosan were performed to determine the
degree of deacetylation, structural characteristics and molecular weight, respectively by the
techniques, Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance, Infra-red spectroscopy and viscosity. The
nanoparticles were prepared by ionic gelation method and thereafter underwent a thermal
treatment (50 °C / 900rpm / 30min). Its characterization was carried out by Dynamic Light
Scattering (DLS) and scanning electron microscopy (SEM) and transmission (TEM). The
microdilution test was used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal (MBC) of nanoparticles of chitosan, chitosan-gel and gel enriched with
nanoparticles against food-borne pathogenic bacteria. Nanoparticles at different concentrations
(MIC/2, MIC, 2MIC) were mixed with chitosan gel (20 mg/ml) for the formation of the edible
coating applied to grapes. We evaluated the physical and chemical aspects, sensory and grapes
(with or without covers) bioactivity against Escherichia coli and Salmonella, during storage at
room temperature (25 °C - 12 days) and refrigerated (12°C - 24 days). It was also examined the
cytotoxicity of the edibles by Hen's Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)
fertilized and incubated for a period of 9-10 days. To determine the degree of irritability by the
HET-CAM were observed the presence of lysis, coagulation and bleeding, up to 5 minutes after
exposure to the test substances. Chitosan, Kiofine® e Kionutrime® presented, respectively,
deacetylation degree of 89.5% and 86% and a molecular weight of 4.35 x 10*g/mol and 4 x 10°
g/mol, being considered of low molecular weight. The produced nanoparticles have spherical
shape and medium size of 101,7nm. The edibles coatings tests are non-toxic by the HET-CAM
method, preserved the physicochemical and sensory quality of fruits and inhibited the growth
of Salmonella spp. and E. coli in artificially infected grapes. The results obtained in this study
demonstrated the effectiveness of the gel enriched with nanoparticles at different concentrations
(MIC/2, MIC, 2MIC) to inhibit the growth of pathogenic food-borne bacteria and extend shelf
life of grapes, becoming a promising alternative for post-harvest conservation of this fruit.

Keywords: Nanotechnology. Salmonella. Escherichia coli. Fruits. HET-CAM.
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1. APRESENTACAO

Existe cada vez mais uma elevada demanda por parte da industria alimenticia e
dos consumidores por melhorias na qualidade e seguranca dos alimentos, paralelamente
h& um aumento na oferta por produtos com prolongada vida de prateleira (THERON &
LUES, 2007; FAI et al., 2008; VELICKOVA et al., 2013). Esta demanda pode ser
claramente observada no grupo das frutas, pois mesmo apos a colheita seu metabolismo
continua a ocorrer de forma intensa, favorecendo o escurecimento, perda de flavor e perda
de textura deste alimento. Além disso, a presenca de microrganismos na superficie dos
frutos pode comprometer a seguranca microbiolégica e a qualidade final do produto
(SHIEKH et al., 2013).

As uvas destacam-se como uma das frutas mais economicamente importantes,
com uma producdo anual em torno de 69 milhGes de toneladas (NOWSHEHRI et al.,
2015). Sdo considerados frutos nao climatéricos altamente pereciveis com reduzida vida
de prateleira devido a perda de firmeza, queda da baga, descoloracdo do pedunculo,
dessecacéo e deterioracdo microbiana (MENG et al., 2008; PASTOR et al., 2011). Assim
como outros produtos naturais, as uvas sdo vulneraveis a contaminacéo esporadica com
patdgenos alimentares, direta ou indiretamente, através de animais do solo, agua ou

contaminacdo cruzada devido a manipulacdo humana (PINTO et al., 2006).

Para atender essa demanda é preciso garantir a seguranca microbiolédgica dos
alimentos, que por muito tempo foi obtida por processos quimicos e/ou fisicos. Dentre
esses, destacam-se o uso de aditivos quimicos, agrotoxicos e o processamento de
alimentos em altas ou baixas temperaturas (VELICKOVA et al., 2013). No entanto, 0s
processos fisico e/ou quimicos utilizados podem ocasionar perdas nutricionais, reacoes
indesejaveis (por exemplo: oxidagdo lipidica, reacdo de Maillard) e efeitos toxicos ao
organismo humano (MARINO et al., 2001; VICENTE et al., 2005). Surge, entdo, uma
pressao sob a industria alimenticia para adocéo de alternativas mais naturais que garantam
0S requisitos impostos pelos consumidores e a0 mesmo tempo apresentem baixa
toxicidade para o homem e o meio ambiente (MOHAMED; RABEA, 2011).

Dentre essas alternativas naturais destaca-se a quitosana, heteropolimero natural,
composto por unidade -1,4-D-glusocamina ligadas a residuos N-acetilglucosamina. Este

polissacarideo é naturalmente encontrada na parede celular de fungos ou extraida a partir
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da desacetilacdo da quitina presente no exoesqueleto de invertebrados marinhos e na
estrutura de celenterados, anelideos, moluscos e artropodes (MUZZARELLI et al., 2012).

O processo de obtencdo da quitosana a partir de fungos apresenta-se como
alternativa promissora, pois, diferentemente da extracdo a partir da quitina, tem
demonstrado grandes vantagens, a citar: extracdo simultanea de quitina e quitosana,
independéncia dos fatores de sazonalidade, producdo em larga escala e maior grau de
pureza (AMORIM et al., 2000; AMORIM, et al, 2006; STAMFORD, et al., 2007;
CARDOSO et al., 2012).

A quitosana apresenta propriedades como, atividade antimicrobiana, bioatividade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade que revelam seu potencial
para inimeras aplicacBes (DIAS et al., 2013). Essas propriedades podem ser empregadas
efetivamente para o controle da deterioragdo de frutos, ja que estes sdo organismos Vivos
que apresentam intenso metabolismo e consequentemente alta probabilidade de
deterioracdo (JIANGLIAN; SHAOYING, 2013).

Devido as notaveis propriedades fisico-quimicas e biologicas da quitosana, existe
uma grande variedade de producdo de materiais a base desse polimero, como hidrogéis,
filmes, fibras, membranas e nanoparticulas (BUGNICOURT et al., 2014). As
nanoparticulas de quitosana apresentam como vantagem uma atividade antimicrobiana
intensificada quando comparada a quitosana na sua forma original. 1sso ocorre devido a
elevada area superficial e a sua densidade de carga que interage efetivamente com as

cargas negativas da superficie das células bacterianas (SHI et al., 2006; DU et al., 2009).

Apesar de existir diversos estudos a respeito da quitosana e sua atividade
antimicrobiana, atualmente poucas pesquisas tem descrito a atuacéo antimicrobiana desse
polimero na sua forma de nanoparticulas, a qual influenciaria nos resultados previstos
(CRUZ-ROMERO et al, 2013). Portanto, frente ao reconhecido potencial bioldgico da
quitosana e sua possivel utilizacdo na forma de nanoparticulas, a presente pesquisa teve
por objetivo avaliar a acdo antimicrobiana e potencializadora de cobertura comestivel
formada da associagdo de gel e nanoparticulas de quitosana na conservagdo de uvas,
atendendo desta forma as novas exigéncias dos consumidores e inddstria alimenticia por

alimentos com melhor qualidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo antimicrobiana de cobertura comestivel formada a base de gel e

nanoparticulas de quitosana na conservacgao de uvas.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar o gel e as nanoparticulas de quitosana fangica;

e Determinar a atividade antimicrobiana do gel de quitosana, das nanoparticulas de
quitosana e do gel enriquecido com nanoparticulas frente cepas de bactérias

patogénicas de origem alimentar;
e Determinar a citotoxicidade da cobertura comestivel;

e Avaliar o efeito da aplicacdo da cobertura comestivel sobre os parametros fisico-

quimicos e organolépticos das uvas;

e Avaliar o efeito das coberturas comestiveis no crescimento bacteriano em uvas

infectadas artificialmente.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Novas perspectivas da qualidade e seguranca microbioldgica de frutos

Existe cada vez mais uma elevada demanda por parte da industria alimenticia e
dos consumidores por melhorias na qualidade e seguranca dos alimentos, paralelamente
a um aumento na oferta por produtos com prolongada vida de prateleira (THERON;
LUES, 2007). Esta demanda pode ser claramente observada no grupo das frutas, pois
mesmo ap6s a colheita seu metabolismo continua a ocorrer de forma intensa
(JIANGLIAN; SHAOYING, 2013), favorecendo a ocorréncia de processos capazes de
alterar a integridade deste alimento e produzir efeitos negativos como escurecimento,
perda de flavor e perda de textura. Além disso, a presenca de microrganismos na
superficie dos frutos pode comprometer a seguranca microbioldgica e a qualidade final
do produto (SHIEKH et al., 2013).

As uvas destacam-se como uma das frutas mais economicamente importantes,
com uma producdo anual em torno de 69 milhdes de toneladas (NOWSHEHRI et al.,
2015). Séo considerados frutas ndo climatéricas, altamente pereciveis com reduzida vida
de prateleira devido a perda de firmeza, queda da baga, descoloracdo do pedunculo,
dessecagdo e deterioracdo microbiana (MENG et al., 2008; SOUSA et al., 2013).
Apresentam importantes vitaminas e minerais (DANG et al., 2014; JARA-PALACIOS et
al., 2014) e sdo ricas em polifendis incluindo as antocianinas, que exercem efeitos
benéficos para os sistemas inflamatdrio, cardiovascular e intestinal (CHUANG,;
MCINTOSH, 2011).

Assim como outros produtos naturais, as uvas sdo vulneraveis a contaminacao
esporadica com patogenos alimentares, direta ou indiretamente, através de animais, do
solo, da &gua ou da contaminagéo cruzada atraves da manipula¢do humana (PINTO et al.,
2006). Um tratamento que melhore a qualidade dos frutos durante o armazenamento e
seguranga microbioldgica contra os agentes patogénicos de origem alimentar € um dos
maiores interesses dos produtores, distribuidores e consumidores deste produto
(SERRANO et al., 2006).

Por muito tempo, a manutencdo da qualidade de diversos produtos alimenticios

durante sua vida util s6 foi possivel gracas ao uso de aditivos quimicos, agrotoxicos e
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processos fisicos (resfriamento, congelamento, uso de altas temperaturas, etc.). Desta
forma foi originado um paradoxo, uma vez que os consumidores exigem que os alimentos
sejam nutritivos, mantenham suas caracteristicas organolépticas, apresentem uma extensa
vida de prateleira e a0 mesmo tempo sejam isentos de substancias nocivas ao organismo
humano e meio ambiente (MARINO et al., 2001; FAI et al., 2008; VELICKOVA et al.,
2013).

Diante desses aspectos, surgem opcdes inovadoras isentas de efeitos tdxicos ao
organismo humano e capazes de manter a qualidade dos alimentos. Dentre essas opgoes,
uma alternativa emergente tem sido o uso de protetores naturais com potencialidade
antimicrobiana e o uso de embalagens ativas (coberturas comestiveis) (AIDER, 2010)
obtidas a partir de compostos naturais, como, por exemplo, a quitosana (ASSIS; LEONI,
2003; FAI et al., 2008).

3.2 Quitosana
3.2.1 Consideracdes gerais e historico

A quitosana € um heteropolimero biodegradavel formado a partir de unidades
glucosaminas (B(1,4)-2-amino-2-desoxi-d-glucopiranose) ligadas a residuos de unidades
N-acetilglucosamina (B(1,4)-2-acetoamido-2-desoxi-D-glucopiranose) unidas entre si
por ligagdes glicosidicas do tipo B (1->4), como observado na figura 1
(THARANATHAN; KITTUR, 2003; FAI et al., 2011). A estrutura molecular da
quitosana € considerada uma poliamina linear com grupos amino e hidroxilas reativos,
sendo insoltvel em &gua, mas dissolve-se em solucdes aquosas de acidos organicos, entre
eles o &cido acético, além de acidos inorganicos, como o &cido cloridrico diluido,

resultando em solucdes viscosas (SANTOS et al., 2003).

CH OH OH OH OH OH
o ) o o
?H OH OH OH OH OH
HO
MH, '

MH-CO-CH, Nt 1, MH, NH-CO-CH;y NH,

Figura 1: Estrutura molecular da quitosana (THARANATHAN; KITTUR, 2003).
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A solubilidade da quitosana esta relacionada com a quantidade de grupos amino
protonados na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade destes grupos, maior a
repulsdo eletrostatica entre as cadeias e também maior a solvatacdo em agua (SORLIER
etal., 2001; SANTOS et al., 2003; KONG et al., 2015).

A historia da descoberta cientifica da quitosana iniciou em 1811 com a descoberta
de um novo polissacarideo. Nesta época, 0 quimico e farmacéutico francés Henri
Braconnot, trabalhando com fungos, isolou pela primeira vez a quitina e a denominou
inicialmente de fungina (KNORR, 1991; MUZZARELLI, 2012). Em 1823, um
pesquisador chamado Antoine Odier isolou uma substancia insolGvel presente na
carapaca de insetos e a denominou quitina que, em grego, significa tunica, envelope ou
cobertura. Nao se sabe ao certo se este pesquisador tinha conhecimento da substancia
isolada por Braconnot 12 anos antes, pois em seus relatos ndo fazem referéncia a trabalhos
anteriores. Posteriormente, Odier descobre ainda, a presenca de quitina na carapaca de
caranguejo e conclui que este seria um material basico na formacdo do exoesqueleto de
todos os insetos e provavelmente dos aracnideos. Em 1843 o fisico e matematico francés
Anselme Payen detectou a presenca de nitrogénio na quitina e verificou semelhanca entre
0 polimero com a fibra vegetal denominada celulose (FERRARO et al.,, 2010;
MUZZARELLI, 2012).

A quitina encontrada por Odier foi obtida através de multiplos tratamentos com
solucdes de hidréxido de potassio concentrado, o que deixa duavidas se o que foi
encontrado era realmente quitina ou quitosana, ja que a quitina tratada em meio alcalino
concentrado pode sofrer desacetilacdo e dar origem a quitosana. No entanto, a quitosana
so foi descrita pela primeira vez em 1859 por Rouget e o seu home foi proposto apenas
em 1894 por Hoppe-Seyler (BADAWY; RABEA, 2011; MUZZARELLI, 2012).
Contudo, a estrutura quimica da quitina sé foi identificada em 1950 pelo quimico Albert
Hofmann ao utilizar técnicas de difracdo de raio X, espectrometria de infra-vermelho e
analises enzimaticas (KHOUSHAB; MONTAROP, 2010).

3.2.2 Producéo da quitosana

A quitosana pode ser obtida a partir da parede celular de fungos da Ordem

Mucorales ou através da extragdo, purificacdo e desacelitacdo da quitina (COSTA-SILVA
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et al., 2006; HAMED et al., 2016). A quitina é encontrada na estrutura de celenterados,
anelideos, moluscos, artropodes, insetos e microrganismos. No entanto, comercialmente,
esse polissacarideo é extraido basicamente do exoesqueleto de crustaceos, principalmente
camardo e caranguejo, devido a vasta producdo de residuos como subproduto do
processamento desses animais (DIAS et al., 2013; SHIEKH et al., 2013).

A constituicdo da casca dos crustaceos varia de acordo com a espécie, porém de
uma forma geral é formada por 30 — 40% de proteinas, 30 — 50% de carbonato de célcio
e de 20 — 30% de pigmentos de natureza lipidica (carotendides) (SHIEKH et al., 2013;
VANI; STANLEY, 2013). A extracdo da quitina a partir do exoesqueleto de crustaceos
inicia-se com um tratamento &cido, geralmente utilizando acido cloridrico (HCI), para
dissolver o carbonato de célcio e o fosfato de célcio presentes na carapaga. Em seguida,
é feita uma extracéo alcalina, normalmente utilizando hidroxido de sddio (NaOH), para
dissolucdo das proteinas, depois é utilizado acetona e etanol para que a despigmentacao
ocorra. Por fim, € realizado a desacetilacdo da quitina dando origem a quitosana, como
mostra a figura 2 (GOY, et al., 2009; SHIEKH et al., 2013; HAMED et al., 2016).

A desacetilacdo consiste na remocdo dos grupos acetil (COCH3) da cadeia
molecular da quitina, permanecendo o0s grupos amino (-NHz), o que da origem a uma
nova cadeia polimérica chamada de quitosana. Normalmente emprega-se NaOH
concentrado e altas temperaturas para que essa reacdo ocorra. No entanto, o nivel de
desacetilacdo final da quitosana ird depender de varios fatores, como, por exemplo: a
concentracdo da base utilizada, o tempo de reacgdo, a temperatura, 0 tamanho da particula
e a densidade (SHIEKH et al., 2013).

A importancia do grau de desacetilacdo da quitosana se deve a influéncia que essa
caracteristica exerce sob os aspectos fisico-quimicos, a solubilidade e a aplicabilidade da
quitosana. Os grupos aminos formados durante esse processo sdo reativos, auxiliando na
natureza catidnica da quitosana e contribuindo para o desenvolvimento de suas
propriedades (GOY et al., 2009; SHIEK et al., 2013).
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Exoesqueleto de camario

Fedugio de tamanho

Desmineralizacio
Quitina
Desacenlagio

Quitosana

Figura 2: Fluxograma simplificado do processo de obtencdo da quitosana (KNOOR,
1991)

Existem algumas limitacGes relativas a obtencdo da quitosana de crustaceo
durante a extracéo, purificacdo e desacetilagdo da quitina. Problemas sazonais, polui¢do
causada pelo descarte de residuos dos solventes utilizados na extracdo da quitosana,
custos elevados de producéo e possibilidade de degradar a cadeia polimérica da quitosana,
sdo alguns exemplos dessas limitacbes, as quais levam a heterogeneidade das
propriedades fisico-quimicas desse heteropolimero (STREIT, 2004; SILVA, 2007).

Uma alternativa viavel e isenta dessas limitacGes inerentes ao processo de
obtencdo da quitosana a partir da quitina é a extracdo da quitosana da parede celular de
fungos. A quitosana, assim como a quitina estdo presentes na parede celular de fungos,
apresentando a funcdo de protecao e suporte. Os fungos da classe dos Zygomycetos sdo
0S que apresentam maior quantidade de quitosana, destacando-se Rhizopus arrhizus
(SILVA, 2007; FAI et al., 2008; CARDOSO et al., 2012).

Para extrair a quitosana da parede celular de fungos é necessario o emprego de um
pH alcalino que é capaz de desnaturar as proteinas e remover outros componentes
celulares. Em seguida a exposicéo ao &cido ird proporcionar a retirada dos componentes
estruturais remanescentes (quitina e B-glucana), pois esses componentes séo insoluveis
em pH &cido diferentemente da quitosana que apresenta solubilidade em pH < 5,5
(STREIT, 2004). As vantagens desse processo de obtencdo de quitosana s@o inumeras,
dentre elas destacam-se: o facil cultivo dos fungos utilizando substratos simples e baratos;
a possibilidade de extracdo durante todo o ano independente da sazonalidade e a

facilidade do tratamento &cido empregado, j& que os fungos, diferentemente dos
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crustaceos, ndo apresentam carbonato de calcio (NADARAJAH et al., 2001; STREIT,
2004; STAMFORD et al., 2007).

3.2.3 Propriedades da quitosana

Dentre as inumeras caracteristicas que distinguem a quitosana e seus derivados,
dos demais polissacarideos, destacam-se: a sua bioatividade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e potencial como antimicrobiano (COSTA SILVA, 2006; DIAS et
al., 2013). Varios estudos mostram que a quitosana apresenta uma atividade
antimicrobiana contra um vasto nimero de microrganismos. No entanto, 0 mecanismo
exato dessa acdo ainda encontra-se desconhecido, mas diferentes hipdteses tém surgido
para sua elucidagdo (AIDER, 2010; KONG et al., 2010). Uma dessas hipoteses refere-se
a uma possivel interacdo entre a carga positiva do grupo amino da molécula de quitosana
com a carga negativa da membrana celular dos microrganismos, causando, desta forma,
um vazamento de proteinas e outros constituintes das células microbianas (SHAHIDI et
al., 1999; Ll et al., 2015).

Apesar de todas as divergéncias existentes, atualmente é reconhecido que a agdo
antimicrobiana da quitosana depende do microrganismo sob o qual ela ird interagir. As
leveduras e 0s bolores sdo 0s grupos mais sensiveis a essa acdo, seguidos pelas bactérias
gram-positivas e gram-negativas (AIDER, 2010). O efeito da quitosana € distinto para
esses dois tipos de bactérias. Nas bactérias gram-positivas, a quitosana de alta massa
molecular liga-se a parede celular, obstruindo os poros, o que seria capaz de inibir a
absorcédo dos nutrientes pelo microrganismo. Enquanto que, a quitosana de baixa massa
molecular penetraria mais facilmente em bactérias gram-negativas, ligando-se ao DNA e
impedindo sua transcricdo e traducdo e, assim, alterando o metabolismo celular
(SUDARSHAN et al., 1992; ZHENG; ZHU, 2003).

Para que a quitosana exerca sua acdo antimicrobiana devem ser levados em
consideracdo varios fatores interferentes, entre eles: o tipo de microrganismo, como ja
relatado, o peso molecular e o grau de desacetilagéo da quitosana e as condi¢Ges do meio
onde ela sera aplicada (pH, temperatura, matriz alimentar, atividade de agua, umidade do
substrato) (DUTTA et al., 2009; AIDER, 2010; KIM et al., 2011; HOSSEINNEJAD;
JARAFI, 2016).
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Quitosana de baixo peso molecular apresenta uma maior solubilidade, propriedade
importante para reagir com os sitios ativos dos microrganismos, enquanto que a quitosana
com alto grau de desacetilacdo tém também uma alta solubilidade e densidade, fatores
importantes para adesao desse polimero a célula microbiana. Portanto, esses dois tipos de
quitosanas sdo 0s que apresentam uma maior acdo antimicrobiana (AIDER, 2010;
YOUNES et al., 2014). Quanto as condi¢des do meio, destaca-se uma caracteristica: o
valor de pH, pois, quanto mais baixo este valor, mais grupos aminos sdo protonados e
consequentemente maior é a acdo antimicrobiana do polimero (DEVLIEGHERE et al.,
2004; KONG et al., 2008).

A propriedade antimicrobiana da quitosana tem sido vastamente utilizada pela
indUstria alimenticia em diversos alimentos, especialmente em frutos, pois se mostra
efetiva no controle de sua deterioracdo (DEVLIEGHERE et al., 2004; DOTTO et al.,
2015). A quitosana age com efeito duplo, pois interfere diretamente no crescimento de
patdgenos e ativa varias respostas de defesa que induzem ou inibem diferentes atividades
bioquimicas durante a interacdo da fruta com o patégeno (BATISTA-BANOS et al.,
2006; CERQUEIRA et al., 2011). A quitosana também age formando uma pelicula
semipermeavel que regula as trocas gasosas e reduz as perdas por transpiracdo o que
diminui a taxa de respiracdo e a perda de &gua, consequentemente retarda o
amadurecimento das frutas (BATISTA-BANOS et al., 2006; ROJAS-GRAU et al., 2009).

A possibilidade do uso da quitosana em alimentos deve-se também a outras
propriedades, que sdo a biocompatibilidade, biodegradabilidade e sua atoxicidade. A
toxicidade da quitosana é menor do que a da glicose, pois a dose letal de glicose em
mamiferos é em torno de 8 a 12g, enquanto que 18g de quitosana por quilograma de massa
corporal ndo mostra qualquer sinal de toxicidade (YADAV; BHISE, 2004). A toxicidade
da quitosana s6 é evidente quando é utilizada de forma inadequada ou em grandes
quantidades. Os efeitos relatados decorrentes do seu consumo excessivo foram
desidratacdo gastrica e a formagéo de um gel no estbmago, pois a quitosana consiste em
uma fibra natural que em meio acido se expande (COSTA,; SILVA, 2006; FAI et al.,
2008).

Todas essas propriedades da quitosana que atraem o interesse da industria
alimenticia sdo enriquecidas pelo fato de que a quitosana pode ser preparada em diferentes
formas. Os principais tipos de preparo do polimero sdo na forma de géis, filmes,
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membranas, microesferas e nanoparticulas, criando, desta forma, diversas possibilidades
de aplicacdes (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

3.3 Quitosana na Nanotecnologia
3.3.1 Aspectos gerais

A nanotecnologia € um ramo da nanociéncia cujo objetivo é a caracterizagéo,
fabricagdo, manipulacéo e aplicacéo de estruturas bioldgicas e ndo bioldgicas na escala
nanomeétrica (SAHOO et al., 2007). O prefixo “nano” empregado nesse termo esta
relacionado a uma escala de medida em que um nanémetro representa um bilionésimo do
metro (10~%). As estruturas nessa escala apresentam propriedades funcionais Gnicas, ndo
encontradas na escala macro (CHAU et al., 2007). Além disso, € possivel entender e
visualizar fendmenos na sua unidade basica (FARIA — TISCHER; TISCHER, 2012).

Dentro do campo de estudo da nanotecnologia encontra-se uma linha de pesquisa
que estuda na escala nanométrica apenas os fendbmenos bioldgicos, ou seja, a
nanobiotecnologia. Essa tecnologia envolve além da compreensdo dos fendmenos
bioldgicos, o estudo das propriedades fisico-quimicas das biomoléculas, criando uma
confluéncia entre a ciéncia dos materiais com as ciéncias biolégicas (FARIA — TISCHER,;
TISCHER, 2012).

Na escala nanométrica, os nanomateriais sdo definidos como um material com
uma ou mais dimensdes externas em nanoescala. Os materiais que contém as trés
dimensdes em escala nanométrica sdo classificados como nanoparticulas. Essas particulas
possuem uma area superficial muito maior quando comparado com os materiais na escala
macro e isso as torna mais disponiveis e susceptiveis para interacdo com outras moléculas,
particulas, sistemas, células, etc. (CHAUDRY et al.,, 2010). Esse aumento de area
superficial pode causar, também, algum efeito téxico ao organismo humano, ja que o
pequeno tamanho das nanoparticulas seria capaz de atravessar barreiras biologicas e

comprometer os processos celulares (SOZER; KOKINI, 2009).

As nanoparticulas séo definidas como uma entidade discreta que tem 3 dimensdes
da ordem de 100 nm. E este pequeno tamanho em combinagdo com a estrutura e

composi¢do quimica que fornece as nanoparticulas suas caracteristicas Unicas e seu
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potencial para varias aplicacbes (BOUWMEESTER et al.,2009). O potencial de aplicacdo
das nanoparticulas depende de muitos fatores, incluindo: o tipo do material, a
concentragdo utilizada, o formato e o tamanho das particulas (YANG et al., 2010). Dentre
0s varios materiais utilizados para producéo de nanoparticulas, a quitosana destaca-se por
sua bioatividade e biocompatibilidade, por sua habilidade em aumentar a penetracdo de
grandes moléculas por superficies mucosas e por possibilitar a utilizacdo de métodos
alternativos de formulagdes que ndo requerem a utilizagdo de solventes organicos e de
surfactantes (HU et al., 2002; ARNAUD-STAMFORD; STAMFORD, 2010).

3.3.2 Nanoparticulas de quitosana

A preparacgdo das nanoparticulas de quitosana pode ser por diferentes métodos, como
por exemplo: a emulsificacdo/reticulacdo, precipitacdo/coacervacdo, complexacao
polieletrolitica e a gelatinizacdo idnica (ALONSO et al., 1997; VALENTE et al., 2013).
Dentre estes, a gelatinizacdo i0nica destaca-se por ndo necessitar da utilizacdo de
solventes organicos e de surfactantes. Além disso, produz particulas com uma pequena

distribuicdo de tamanho e alta carga superficial positiva (FAN et al., 2012).

O método de gelatinizacdo ibnica foi descrito pela primeira vez por Calvo et al.
(1997) e consiste na adicdo por gotejamento de um polianion a uma solugéo de quitosana.
Geralmente, o polianion mais utilizado nesse processo € o tripolifosfato de sodio (TPP),
que é considerado um agente ligante ndo tdxico e surgiu como substituto ao glutaraldeido
anteriormente utilizado apesar de sua toxicidade (BANERJEE et al., 2002;
BUGNICOURT et al., 2014).

No processo de gelatinizacdo ibnica as particulas sdo formadas rapida e
espontaneamente e estabelecidas através das varias interac6es ibnicas entre as cadeias de
quitosana e as moléculas de TPP (Figura 3). Outra vantagem dessa técnica é a sua
ocorréncia em meio aquoso 0 que evita o uso de solventes organicos toxicos ao organismo
humano, possibilitando a aplicacdo dessas nanoparticulas de quitosana em alimentos
(BUGNICOURT et al., 2014).
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Figura 3: Interacdo ibnica entre a quitosana e o TPP (AZEVEDO et al., 2010).

As nanoparticulas de quitosana tém sido desenvolvidas para uso em alimentos
visando inumeras aplicacOes, tais como: melhorar a hidrofobicidade, continuidade;
homogeneidade e manuseabilidade de coberturas comestiveis, prolongar a manutencao

da cor e do aroma, principalmente quando aplicadas em frutos (LOREVICE et al., 2012).

Nanoparticulas de quitosana também apresentam agdo antimicrobiana intensificada,
pois 0 pequeno tamanho das particulas possibilita a entrada da quitosana mais facilmente
na célula microbiana, interagindo com o0 DNA, e consequentemente, inibindo a sintese de
RNAmM e a transcricdo do DNA, ou seja, as nanoquitosanas promovem distlrbios no
metabolismo celular que sdo capazes de levar a morte do microrganismo (CRUZ-
ROMERO et al, 2013).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

As uvas (Vitis labrusca L.) foram adquiridas da CEASA/PE (Centro de
Abastecimento e Logistica de Pernambuco) e selecionadas de acordo com o tamanho e

cor homogénea, auséncia de infec¢des visiveis e estagio de maturacéo.

As quitosanas (Kiofine® e Kionutrime®) foram fornecidas pela empresa
Kitozyme e ambas sdo de origem fungica (Aspergillus niger). Todas as outras substancias
utilizadas (&cido acético, acido cloridrico, tripolifosfato de sddio (TPP), acido
fosfotungstico, dimetilsulféxido, hidroxido de sodio (NaOH), resazurina, fenoftaleina,
etanol, acetato de zinco, ferrocianeto de potassio, sulfato de cobre, tartarato de sodio e
potassio, sulfato de cobre, caldo lactose, caldo cérebro coracdo (BHI), agar de
desoxicolato lisina xilose, agar bismuto sulfito, agar hektoen entérico, lauril sulfato
triptose, caldo EC, caldo selenito, caldo tetrationato Muller Kauffmann) foram obtidas

através de fontes comerciais.

As cepas bacterianas testes, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria
monocytogenes ATCC 7664, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella spp. -
ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922, utilizadas na atividade antimicrobiana
pertencem ao banco de cultura da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)/
Departamento de nutrigéo.

4.2 Métodos
4.2.1 Caracterizacao das quitosanas fungicas

As quitosanas (Kiofine® e Kionutrime®) foram caracterizadas individualmente
atraves da determinacéo do grau de desacetilagéo, das caracteristicas estruturais e do peso

molecular.
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4.2.1.1 Determinacao do grau de desacetilacéo

O grau de desacetilacdo da quitosana foi determinado por Ressonancia Magnética
Nuclear, na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE,
segundo metodologia descrita por Signini et al. (2000).

A solucéo de quitosana foi preparada pela dissolu¢do de 10mg de quitosana em
agua deuterada (D20) contendo 1% HCI (37%), permanecendo 24 horas em agitacdo
formando uma solugéo viscosa. Uma aliquota dessa solucédo foi colocada em tubo de 5
mm de diametro para a realizacdo da analise de acordo com 0s seguintes parametros
programados no equipamento (Varian Unity Plus em 3000MHz): temperatura de 50 °C,
tempo de relaxacdo de 6 segundos e pulso de 90° (SIGNINI; CAMPANA FILHO, 1998).

O grau de desacetilacdo foi calculado pela equagdo 1 proposta por Hirai et al.
(1991), que utiliza os sinais dos protons H?, H3, H* H® H® H® (H?®) de ambos os

mondmeros e o pico referente aos nicleos do hidrogénio do grupo acetoamido (H¥).

1 1
GD(%)=|1-| ZH* /=H?®° | |x100
®) ( (3 /6 D (Eq. 1)

E pela equacdo 2 proposta por Signini et al. (2000), que utiliza a &rea do pico na
regido de 2ppm atribuido aos nucleos de hidrogénio do grupo acetoamido (H*) e a area
do pico em 3,4ppm referente ao nicleo de hidrogénio na posicdo 2 do anel

glicopiranosidico (H?).

H ac
GD% :(1—(3H 5 DxlOO (Eq.2)
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4.2.1.2 Determinacao das caracteristicas estruturais

Para determinacdo das caracteristicas estruturais da quitosana foi realizada a técnica
da Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, segundo a metodologia de
Santos et al. (2003) em um espectrofotometro BRUKER Mod.IFS 66, na regido entre
4000cm* e 400cm™.

A quitosana (1,5 mg) foi seca em estufa a vacuo durante 15 horas a 60°C. Depois,
foi adicionado 100mg de brometo de potassio (KBr), a mistura homogeneizada em
almofariz de 4gata e deixada na estufa a vacuo a 110°C durante 20 horas. O espectro do
pé da quitosana foi obtido utilizando pastilha de KBr como suporte. A medida foi
realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

4.2.1.3 Determinacéo do Peso Molecular

O peso molecular foi determinado por medida de viscosidade, segundo a
metodologia proposta por Santos et al. (2003), utilizando um capilar de vidro tipo
Cannon-Fenske (dinterno= 1,01mm) termostatizado a (25+ 0,01)°C, em um viscosimetro
AVS-350 da Schott-Gerate.

Para a determinacao da viscosidade intrinseca, [n], foram preparadas solucdes de
quitosana em 25ml de solucéo de acido cloridrico 1% sob agitacdo constante por 15h,
com posterior aquecimento por 2 minutos a 80°C, para obtencdo de solucbes de
concentracdo final variando de 0,1 a 1,0mg/mL. Aliquotas de 15ml de cada solugéo foram
utilizadas nos capilares para medicdo do tempo de escoamento expresso em segundos, e
estabelecido atraves da média dos valores obtidos em trés repeti¢des (SANTOS et al.,
2003).

A razdo do tempo de escoamento da solucdo do polimero pelo tempo de
escoamento da solucéo do solvente é chamada de viscosidade relativa. As viscosidades
especificas de cada quitosana foram calculadas aplicando a média dos tempos de

escoamento na formula abaixo (Equagéo 3). Ambas as viscosidades sdo adimensionais.

nesp = (-2) (. 3)
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Onde:
Nesp= Viscosidade especifica da amostra
t = tempo de escoamento da solucéo no viscosimetro

t,= tempo de escoamento do solvente puro no viscosimetro

Ja a viscosidade reduzida foi encontrada através da divisdo da viscosidade
especifica pela concentracdo e tem como dimenséo o inverso da concentracdo (Equacgéo
4).

Nrea =22 (Eq. 4)
Onde:
Nreq = Viscosidade reduzida da amostra.
C = concentragdo em gramas de polimero em 100 mL de solucé&o.

As viscosidades intrinsecas das quitosanas foram encontradas pela extrapolagédo
do gréafico de viscosidade reduzida versus concentracdo a diluicdo infinita, com base na

equacdo 5 de Huggins (1942).

Nrea = [Nl + Ky [ﬂ]z C (Eg.5)

A viscosidade intrinseca de uma solucdo polimérica esta relacionada com a massa
molar viscosimétrica média, através da equacdo de Mark-Houving (Eqg. 6), proposta por
Rinaudo et al. (2001). O valor da constante K e a dependem do polimero, do solvente e
da temperatura. Nesta pesquisa o solvente utilizado foi o acido cloridrico na temperatura

de 25°C o qual apresenta os valores de 1,81x 10° e 0,93 para K e a, respectivamente.

[nl = K (M,)* (Eq.6)
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4.2.2 Preparacdo das nanoparticulas de quitosana

As nanoparticulas de quitosana foram produzidas a partir da quitosana fungica
Kiofine®, cedida pela KitoZyme, seguindo o método de gelificacdo idnica descrito por
Yang et al. (2010) e adaptado por Stamford et al. (2012).

Inicialmente 0,5g de quitosana de baixo peso molecular foi dissolvido em 50ml
de acido acético a 2% em agitacdo durante 30 minutos. Em seguida, 20ml de tripolifosfato
de sodio (TPP) a 1% foi adicionado a solugédo de quitosana por gotejamento atraves de

uma bomba peristaltica na velocidade aproximada de 0,3ml/min (CALVO et al., 1997).

Logo apds o gotejamento a solucdo foi mantida sob agitacdo durante 2 horas.
Passado esse periodo a solucao foi transferida para eppendorfs e centrifugada durante 10
minutos em uma velocidade de 13.400rpm. Depois, 0 sobrenadante foi descartado e ao
precipitado foi acrescentada dgua destilada para a lavagem com posterior centrifugacao

(13.400rpm/5min). O processo de lavagem foi repetido aproximadamente 5 vezes.

Posteriormente, as nanoparticulas foram ressuspensas em agua destilada e foi
realizado um tratamento térmico (30min/50°C/900rpm) para individualizacdo e
restruturacdo das particulas, segundo o método descrito por BUGNICOURT et al. (2014).
Por fim, essas nanoparticulas de quitosana foram liofilizadas para posterior utilizacdo nos
demais experimentos. As nanoparticulas sem tratamento térmico foram utilizadas apenas
no processo de caracterizagdo para comparagdo com as nanoparticulas com tratamento

térmico.

4.2.3 Caracterizacdo das nanoparticulas de quitosana
4.2.3.1 Medidas de Tamanho por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Os tamanhos dos raios hidrodindmicos das nanoparticulas de quitosana, com e
sem tratamento térmico, foram determinados por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS-
Dynamic Light Scattering). As amostras foram diluidas em &dgua MiliQ acidificada com
acido acético 1% (16 pumol/L). As medidas de DLS foram operadas com o comprimento
de onda de 633nm a 25°C com um angulo de deteccdo de 90°C, utilizando o Zetasizer

(Nano-ZS, Malvern, UK). Trés medidas subsequentes foram determinadas para cada
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amostra (STAMFORD-ARNAUD, 2012). Todo o procedimento foi realizado no Centro
de Tecnologia Estratégicas do Nordeste (CETENE).

4.2.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET - FEI Morgagni) foi usada para
observar a morfologia das nanoparticulas de quitosana de cada tratamento. As suspensdes
de nanoparticulas foram diluidas em agua MiliiQ para 1:20 (v/v) e depois foi feito o
contraste negativo com solucéo de acido fosfotungstico 1% (PTA). As amostras foram
gotejadas em grades de cobre e para remover o excesso foi usado papel de filtro
(STAMFORD-ARNAUD, 2012). A MET foi realizada no CETENE.

4.2.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV-QUANTA 200FEG) foi usada para
observar a morfologia das nanoparticulas de quitosana. As nanoparticulas, com e sem
tratamento térmico, foram liofilizadas e fixadas individualmente em stubs com fita dupla-
face de carbono e cobertas com uma camada de 10nm de platina usando um sistema de
metalizacdo Bal-Tec MED 020. Em seguida, foram analisadas no microscépio eletrdnico
de varredura (MEV-QUANTA 200FEG). A MEYV foi realizada no CETENE.

4.2.4 Teste de citotoxicidade pelo método da membrana coriolant6ide do ovo de
galinha (HET-CAM)

O teste do HET-CAM foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Steiling et al. (1999). Foram testadas as nanoparticulas de quitosana (20mg/ml™) diluidas
em &gua destilada e o gel de quitosana (quitosana - 20mg/ml - diluida em &cido acético
1% com pH ajustado para 5,8 com NaOH 1N) enriquecido com nanoparticulas na maior

concentracédo (2CIM) que foi utilizado como cobertura comestivel nas uvas.

O teste foi feito no décimo dia de incubagdo dos ovos fecundados. Inicialmente, o
reservatorio acima do espago aéreo do ovo foi removido. A membrana corioalantéide do

ovo foi exposta e umedecida com solucéo salina fisiologica a 0,9%. Uma aliquota de
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200uL das substancias testadas foram aplicada na membrana corioalantoide. Em seguida,
a membrana foi observada por 5 minutos afim de identificar sinais de vasoconstricéo,
hemorragia e coagulagdo. O tempo (em segundos) que cada um dos sinais iniciou foi
aplicado na Equacdo 7 (VARGAS et al., 2007).

[(301—hemorragia)x 5)]+[(303—lise) x 7]+[(301—coagulagio) x 9]
300

(Eq.7)

Atraveés desta formula foi quantificado o potencial de irritagcdo observado. O indice
de irritacdo é determinado de acordo com os valores a seguir: 0.0-0.9, sem irritagdo; 1.0-
4.9, leve irritacdo; 5.0-8.9, irritacdo moderada; e 9.0-21.0, grave irritacdo (STEILING et

al. 1999). Todos os ensaios foram repetidos 5 vezes para cada amostra.

4.2.5 Determinacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada separadamente para as nanoparticulas de
quitosana, gel de quitosana e gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas, frente a
bactérias patogénicas de origem alimentar (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria
monocytogenes ATCC 7664, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella spp.
ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922).

A quitosana foi diluida em &cido acético 1%, sendo o pH ajustado para 5,8 para
obtencdo da solucdo mae (20mg/ml*) que deu origem ao gel de quitosana (SHIGEMASA;
MINAMI, 1996). As nanoparticulas foram diluida em agua destilada e no gel de quitosana

ambas na concentracao de 20mg/ml=.

Para determinar as concentraces minimas inibitorias (CIM) e minimas
bactericidas (CBM) foi realizado o teste de microdiluicdo em microplacas de 96 pogos.
As bactérias testadas foram cultivadas em BHI por 24h, a 37°C e em seguida padronizado
0 indculo a 108 UFC/ml (ALVES et al., 2008). Em cada um dos micropogos foram
inseridos inicialmente a substancia teste cuja concentracdo variou de 0 a 0,6mg/mL, em
seguida foi adicionado o meio BHI e o indculo de cada uma das bactérias, de forma que

o volume final de cada pogo fosse de 100uL.

A microplaca contendo as bactérias e as substancias teste foi incubada a 37°C por

24 horas, depois foi adicionado 30puL de resazurina em cada poco e incubada novamente
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a 37°C por 1 hora. A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-0xido) é um
composto indicador de 6xido-reducdo de cor azul que, na presenca de células viaveis, é
oxidado a resofurina, substancia de coloracdo vermelha (PALOMINO et al., 2002).
Portanto, a coloragdo azul indica auséncia de crescimento bacteriano enquanto que as
variacdes de rosa e roxo indicam a presenca de células viaveis para crescimento. Depois
de 1 hora da aplicacéo da resazurina foi feita a analise da mudanca da cor e determinacéo

da CIM, considerado a primeira concentra¢do na qual ndo houve crescimento visivel.

Para o controle de esterilidade foram adicionados separadamente 100puL do meio
e 100uL da substancia teste e para o controle de crescimento 80uL do meio + 20 puL do

indculo. O ensaio foi realizado em triplicata.

Apds a determinacdo do CIM, a primeira concentracdo que houve crescimento
visivel e as concentracdes sem crescimento visivel, foram cultivadas em placas de petri
contendo agar BHI para determina¢do do CBM. Foram transferidos 20puL das cavidades
da microplaca (sem resazurina) para as placas de petri e estas foram incubadas a 37°C por
48 horas. A determinacdo da CBM corresponde a menor concentracdo a partir da qual
ndo foi observado crescimento microbiano apos cultivo na auséncia das substancias testes
(FERNANDES et al., 2008).

4.2.6 Efeito das coberturas comestiveis sobre os parametro fisico-quimico das uvas

Os frutos um dia apés a colheita foram previamente selecionados de acordo com
a sua coloracdo e higienizados com hipoclorito de sédio (1% v/v) durante 15 minutos,
lavados com é&gua potavel e deixados para secar durante 2 horas. As uvas, exceto o
controle, foram imersas no gel de quitosana (20mg/ml?) enriquecido com nanoparticulas
nas concentracdes de CIM/2, CIM e 2CIM, durante 3 minutos deixados para secar por 30

minutos em temperatura ambiente.

Cada tratamento incluiu 40 uvas que foram armazenadas durante o periodo de 12
dias a temperatura ambiente (25°C), e durante o periodo de 24 dias a temperatura de
refrigeracdo (12°C). Durante esse periodo foram realizadas andlises fisico-quimicas a
cada 6 dias (VASCONCELOS DE OLIVEIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2012).
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As frutas foram examinadas quanto ao teor de umidade, pH, acidez total titulavel,
solido soluveis, aglcar redutor, de acordo com normas preconizadas pela AOAC (2012),
antocianina (LEES; FRANCIS, 1972), evolucdo da cor (CIE 1986), perda de peso
(MENG et al., 2008) e percentual de decomposicdo (GOL et al., 2013).

4.2.6.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado por aquecimento dos frutos em estufa a 70°C

por 24 horas até a obtencdo de massa seca (Método 934.06).

4.2.6.2 pH

A amostra foi diluida em agua destilada e o pH foi determinado por pHmetro
digital da marca MICRONAL B474 (Método 981.12).

4.2.6.3 Acidez total titulavel

A amostra diluida em agua destilada foi acrescida do indicador fenoftaleina. A
acidez total titulavel, foi determinada por meio da titulacdo com solucdo de NaOH 0,1N,
seguida da determinacdo do ponto de viragem em pH 8,2 utilizando um pHmetro digital
(MICRONAL B474) (Método 920.149). Os resultados foram expressos em percentual de
acido tartérico.

4.2.6.4 Solidos soluveis

Determinados por meio da leitura em refratdmetro de bancada modelo
MODEIlausJENA, com os resultados expressos em °Brix (Método 932.12).

4.2.6.5 Acucar redutor

Inicialmente, foi pesado 5g da amostra de uva triturada e adicionado 50ml de agua
destilada. Em seguida, essa mistura foi aquecida (40-50°C) em banho-maria durante 1

hora. Apds esse periodo, a mistura foi transferida para um baldo volumétrico de 250ml e
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foi acrescentado 10ml das solugdes de ferrocianeto de potassio a 15% (Carrez |) e acetato
de zinco a 30% (Carrez 11). O conteudo do bal&o foi agitado manualmente e o seu volume
foi completado com &gua destilada para 250ml. Ap6s 15 minutos o seu conteudo foi

filtrado em papel de filtro para um erlenmeyer e depois transferido para uma bureta.

Paralelamente foi preparado em outro erlenmeyer uma solucdo composta de 40ml
de agua destilada e 10ml da solucéo de Fehling A (Sulfato de cobre) mais 10ml da solugéo
de Fehling B (Tartarato duplo de sodio e potéssio + hidroxido de sédio). Esse erlenmeyer
contendo as solucdes de Fehling A e B foi aquecido e quando iniciou a ebulicdo comecgou
a titulacdo da solucdo da amostra preparada contida na bureta. A titulacdo permaneceu
até a formacdo de um precipitado de coloracdo vermelho-tijolo e o resultado da analise
foi expresso em g/100g (Método 923.09).

4.2.6.6 Antocianinas

O total de antocianinas presentes nas uvas foi estimado pelo método de Lees e
Francis (1972). Inicialmente, 1 grama da polpa da fruta foi misturado com 20ml do
solvente extrator (95% etanol: 1,5N HCI, 85:15) e a mistura foi deixada a uma
temperatura de 4°C durante 24 horas. Em seguida, as amostras foram filtradas em baldo
volumétrico e protegidas da luz (coberta com papel aluminio). Os residuos remanescentes
foram lavados com o solvente extrator para a completa remocédo dos pigmentos. O volume
do baldo foi completado para 100ml com o mesmo solvente e a absorbancia foi medida a
535nm para a quantificacdo do teor de antocianina. Os resultados foram expressos em
mg/100g.

4.2.6.7 Evolucéo da cor

A cor das uvas foi medida em 3 diferentes posi¢cdes da fruta com o Sistema
CIELab (L*, a*e b*), utilizando um colorimetro (MINOLTA Co., Osaka, Japdo) que
calcula a cor do espectro de reflectancia. O parametro L* esta associado a luminosidade
das amostras, a coordenada cromatica a* esta associada a dimensdo verde-vermelho e a

coordenada cromatica b* esta associada a dimensao azul-amarelo.
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4.2.6.8 Perda de peso

A perda de peso foi medida durante todo o intervalo de tempo de armazenamento
das uvas e calculada de acordo com o preconizado por Meng et al. (2008). As uvas foram
pesadas no dia da aplicacdo das coberturas e a cada 6 dias, seguindo o mesmo periodo de
tempo determinado para as demais analises fisico-quimicas. O resultado foi calculado
com a base no percentual de perda de peso em relagdo ao peso inicial das frutas (peso

referente ao dia da aplicacdo da cobertura).

4.2.6.9 Percentual de decomposicdo

O numero de frutas com sinais de decomposicéo visiveis devido a infeccdes por
microrganismos foi calculado através da divisdo do nimero inicial de frutas pelo nimero
de uvas em decomposi¢cdo multiplicado por 100. Os resultados foram expresso em

porcentagem, de acordo com Gol et al. (2013).

4.2.7 Bioatividade das coberturas comestiveis sobre o crescimento bacteriano nas

uvas

As uvas foram higienizadas com hipoclorito de sédio (1% v/v) por 15 minutos,
lavados com &gua potavel e deixadas para secar por 2 horas. Em seguida, foram imersas
na soluc&o do indculo bacteriano (E.coli ou Salmonella spp. -108UFC/ml) sob agitac&o,
onde permaneceram por 1 minuto (SANTOS et al., 2012; VASCONCELOS de
OLIVEIRA et al., 2014; KIM et al., 2014).

Apos aplicacdo do indculo, as uvas foram imersas durante 3 minutos no gel de
quitosana enriquecido com nanoparticulas nas concentracdes CIM/2, CIM e 2CIM. Um
grupo de uvas foi imerso apenas na solucdo do indculo, servindo como grupo controle, o
que totalizou 4 amostras para analise (3 tratamentos e 1 controle) (SANTOS et al., 2012;
VASCONCELOS de OLIVEIRA et al., 2014).

A infeccdo bacteriana causada nas uvas foi realizada separadamente para cada

espécie bacteriana analisada (E.coli e Salmonella spp.). A escolha dessas espécies de
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bactérias foi de acordo com a legislagio RDC 212, que preconiza que em uvas sejam
analisadas esses tipos de bactérias (BRASIL, 2001).

O crescimento bacteriano nas uvas foi avaliado durante 12 dias nas frutas
armazenadas a temperatura ambiente e 24 dias nas uvas refrigeradas, com um intervalo
de 2 e 3 dias entre as andlises, respectivamente. A determinacdo de coliformes
termotolerantes foi feita através do Método do Numero Mais Provavel (NMP) presente
no Bacteriological Analytical Manual (FDA 2010) e os resultados expressos em NMP/g.
A contagem de Salmonella spp. foi realizada através da contagem em placas, adaptado
do método do BAM/FDA (ANDREWS; HAMMACK, 2006).

4.2.8. Considerac0es éticas

A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Satide da
Universidade Federal de Pernambuco e obteve aprovacdo através do Certificado de
Apresentacéo para Apreciacio Etica (CAAE) nimero: 42618415.2.0000.5208. Todos 0s
provadores voluntarios foram informados sobre a analise e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice A), conforme a Resolugdo 466/12 da
CONEP. Apés a realizacdo das andlises foi emitido o perecer consubstanciado com a

aprovacdo do relatério final da pesquisa pelo Comité de Etica (Anexo 2).

4.2.9 Analise sensorial

As uvas controle e as tratadas com coberturas comestiveis nas mesmas
concentracgdes das analises fisico-quimicas e da bioatividade (CIM/2, CIM e 2CIM) foram
submetidas a analise sensorial 3 dias apds aplicacdo das coberturas e em armazenamento
refrigerado. Cada avaliador recebeu 4 uvas cada uma com os diferentes tratamentos e

codificadas com numeros de 3 digitos aleatorios.

Foi realizado os testes afetivos de aceitacdo, intengdo de compra e teste de
ordenacdo de preferéncia com 100 provadores ndo treinados selecionados de forma
aleatoria entre alunos e professores do Departamento de Nutricdo da UFPE. Todos os
testes foram feitos sobre condigdes controladas de luz e temperatura no Laboratorio de
Teécnica Dietética do Departamento de Nutricdo da UFPE.
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Para o teste de aceitacdo foi utilizado uma escala hedénica de 9 pontos, sendo
avaliado os atributos de aparéncia, textura, preferéncia global, sabor, sabor residual e
aroma. Para o teste intencdo de compra foi empregado uma escala hedonica de 5 pontos
(DUTCOSKY, 2013) (Apéndice B).

4.2.10 Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com estatistica descritiva (média e desvio
padrdo) e testes inferencial (ANOVA seguido pelo teste de tukey) para determinacédo das
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os tratamentos e foi utilizado o
software SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago, USA). Os resultados foram expressos como a
média estimada * desvio padréo.
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Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discuss@o produzidos durante o desenvolvimento da dissertagéo
de mestrado estdo expostos nos topicos abaixo e em formato de artigos cientificos
(Apéndice C e Apéndice D).

5.1 Caracterizagdo das quitosanas fungicas
5.1.1 Determinacéo do grau de desacetilagio

O grau de desacetilacdo € definido como o numero de grupos amino em relagdo
aos grupos amida da cadeia polimérica. A proporcao relativa dessas unidades nas cadeias
macromoleculares de quitosana tem efeito na solubilidade e nas propriedades das
solugdes de quitosana (SANTOS et al., 2003). Essa propor¢édo entre os grupos da cadeia
polimérica pode ser determinada por vérias técnicas, dentre elas a Ressonancia Magnética
Nuclear destaca-se por nao ser destrutiva e invasiva mostrando-se sensivel, precisa e
fornecendo resultados exatos, sem a necessidade de purificacdo da quitosana analisada
(as impurezas ndo apresentam o mesmo deslocamento quimico dos picos relevantes da
quitosana) (KASAAI, 2010). Portanto, no presente trabalho, analisou-se os graus de

desacetilacdo através da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN HY).

Nas figuras 4 e 5 encontram-se os espectros de RMN H das quitosana, Kiofine®
e Kionutrime®, utilizadas para producido das nanoparticulas e para producdo do gel,
respectivamente. Na tabela 1, podemos observar a integracdo dos picos do espectro de
RMN H da quitosana Kiofine® e Kionutrime® para o calculo do grau de desacetilac&o.
O pico HDO refere-se ao pico da agua deuterada utilizada para preparacdo da amostra,

portanto, esse pico ndo esta presente na tabela 1.
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6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 4: Espectro de RMN *H da quitosana Kiofine® utilizada para producdo das

nanoparticulas.

HDO

HaC

HY I

Figura 5: Espectro de RMN *H da quitosana Kionutrime® utilizada para produc&o do gel

de quitosana.
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Tabela 1: Integracdo dos picos do espectro de RMN H das quitosanas Kiofine® e

Kionutrime® para o calculo do grau de desacetilago.

Hidrogénios Integracdo dos picos Integracao dos picos
Quitosana Kiofine® Quitosana Kionutrime®

H& 4,2 5,94

H? 13,32 14,09

¥ {23456 7596 78,45

A tabela 2 mostra os graus de desacetilacdo calculados a partir da Equacdo 1
proposta por Hirai et al. (1991) e da Equacéo 2 proposta por Signini et al. (2000). Segundo
Shimahara et al. (1989), Fai et al. (2011) e Berger et al. (2014) o grau de desacetilacdo de
quitosana de origem microbioldgica encontra-se entre 78 — 91%, portanto os resultados
encontrados no presente trabalho estdo de acordo com esses valores. Crestini et al. (1996)
e Stamford et al. (2013), relatam que valores acima de 80% de grau de desacetilacdo e
consequentemente a alta densidade de cargas positivas presentes na quitosana fungica,

viabiliza o uso desse tipo de quitosana como agente antimicrobiano.

Tabela 2: Valores dos graus de desacetilagio em porcentagem das quitosanas Kiofine® e
Kionutrime® determinados por RMN *H, a partir de duas equacdes distintas.

Quitosana Eq.(1) Eq. (2)
Kiofine® 89,01% 89,5%
Kionutrime® 84,86% 86%

Varios sdo os fungos utilizados para extracdo de quitosana, dentre eles podemos
citar o Rhizopus arrhizus, Mucor circinelloides e o Aspergillus niger. O grau de
desacetilacdo da quitosana microbiologica sofre influéncia das condic¢des de cultivo do
fungo e do método de extracdo da quitosana (CRESTINI et al., 1996; AMORIM et al.,
2000; ANDRADE et al., 2000; AMORIM et al., 2006; STAMFORD et al., 2007; FAI et
al., 2011; BERGER et al., 2014).
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Cardoso et al. (2010) trabalhando com quitosana extraida de Rhizopus arrhizus
encontrou um grau de desacetilacdo de 78%, no entanto Cardoso et al. (2012) encontrou
um valor de 86%. Da mesma forma, Vasconcelos de Oliveira et al. (2014) extraiu
quitosana do Mucor circinelloides e obteve um grau de desacetilacdo de 82%, abaixo do
que foi encontrado por Fai et al. (2011) que também trabalhou com o mesmo fungo e

obteve quitosana com grau de desacetilagdo de 83%.

No presente trabalho, as quitosanas microbioldgicas utilizadas foram provenientes
do Aspergillus niger, microrganismo promissor na producdo de quitosana, no entanto
também apresentam pequenas diferencas nos seus graus de desacetilacdo. Esses
resultados corroboram com o preconizado por Logesh et al. (2012), que explica que 0s
diferentes graus de desacetilagdo para uma mesma espécie fungica ocorrem devido as
diferencas entre as condigdes de cultivo do microrganismo o que pode influenciar na

producdo da quitosana.

Outro fator que influencia no grau de desacetilacdo da quitosana flngica, como
preconizado por Crestini et al. (1996), € o método de extracdo deste polimero. Cai et al.
(2006) fez a extracdo da quitosana de Aspergillus niger através do método quimico e
enzimatico e encontrou graus de desacetilagdo de 76,8% e 73,6%, respectivamente, 0s

quais foram inferiores ao encontrado no trabalho atual.

Portanto, na presente pesquisa os diferentes graus de desacetilacdo encontrados
para as quitosanas microbiolégicas utilizadas (Kiofine® e Kionutrime®) estao de acordo
com os resultados encontrados na literatura para outras quitosanas extraidas de fungos.
Além disso, os resultados reforcam a justificativa fornecida por Crestini et al. (1996) e
Logesh et al. (2012).

5.1.2 Determinacdo das caracteristicas estruturais

A espectroscopia na regido do infravermelho permite observar e classificar
algumas bandas relativas a vibragdes caracteristicas dos grupos funcionais presentes na
estrutura da quitosana. Segundo Signini e Campana Filho (1998), a andlise das bandas
caracteristicas de determinados grupos funcionais de uma molécula fornece, através de
um simples exame do espectro, um conjunto valioso de informac6es sobre a estrutura da

molécula.
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O espectro do infravermelho € obtido pela passagem da radiacdo pela amostra
analisada, registrando os comprimentos de onda para 0s quais as bandas de absorgéo
aparecem. As bandas sdo geradas pela absor¢do da radiacdo e sua conversdao em

movimentos especificos das ligacdes quimicas (RATNER et al., 2004).

As figuras 6 e 7 mostram o espectro de infravermelho das quitosanas Kiofine® e

Kionutrime®, respectivamente, e a tabela 3 mostra as bandas observadas no espectro de
cada uma das quitosanas utilizadas.

Analyst
Date
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cm-1

Figura 6: Espectro do infravermelho da quitosana Kiofine®.
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Tabela 3: Atribuicdo das bandas do infravermelho das quitosanas Kiofine® e

Kionutrime®,
AtribuicGes Comprimento de onda Comprimento de onda
Kiofine-B® (cm™) Kionutrime® (cm™)
Anéis piranosidicos 662 a 1081 593,38 a 1082,82
(-CH2 = OH) vco 1383 1378
(amida) ven 1423 1418,4
(amida Il) Sux 1595 1595
(amida l) vc-o0 1655 1647,3
VC-H 2881 2882
VOo-H 3365 3446
(amina) onw

Os espectros obtidos para a Kiofine® e Kionutrime® mostram, respectivamente,
um pico largo em 3365 e 3446 cm™, na regido correspondente ao estiramento OH. Esses
valores sdo semelhantes ao encontrado por Vasconcelos de Oliveira et al. (2014), que
analisou também quitosana fungica, porém extraida do Mucor circinelloides e por Berger
et al. (2014) que utilizou quitosanas provenientes de Rhizopus arrhizus e Cunnighamella

elegans.

Ja os picos em 2881 e 2882 cm™ representam o estiramento C-H alifatico das
amostras Kiofine® e Kionutrime®, respectivamente. Os picos em 1655 e 1647,3 cm™
correspondem ao grupo amina acetilado da quitina indicando que as amostras ndo estao
totalmente desacetiladas (FIGUEIREDO, 2002).

Stamford et al (2007) e Abreu et al. (2013) encontraram resultados semelhantes a
deformacdo axial C=0 (amida 1), em torno de 1655 cm™. Assim como 0 modo vibracional
da deformacdo angular da ligacido N-H (amida 11) com valor de 1607 cm™ e 1596 cm™,

respectivamente, semelhante ao encontrado no presente estudo.



53

Os picos 1383 e 1378 cm™ representam o estiramento C-O do grupo alcdolico
primario (-CH2 — OH) das quitosana Kiofine® e Kionutrime®, respectivamente. A
deformacdo axial C-N da amida apresenta valores de 1423 e 1418,4 cm™ para a Kiofine®
e Kionutrime®, respectivamente. Segundo Shigemasa et al. (1996), os valores de 662 a
1081 cm™ e 593,38 a 1082,82 cm™ encontrados no espectro do infravermelho para as

quitosana analisadas referem-se a banda intensa dos anéis piranosidicos.

Observa-se que o0s espectros das duas quitosanas utilizadas no presente trabalho
sdo semelhantes, corroborando com Silverstein et al. (1994), que refere-se ao espectro de
infravermelho como uma impressao digital da molécula de quitosana, devido aos seus
varios picos de absorcdo. Portanto, uma mesma substancia deve apresentar 0s mesmos

grupos quimicos e semelhanca estrutural entre os picos de absor¢do na espectroscopia.

Todos estes dados estdo de acordo com os encontrados na literatura quando se
comparam os espectros de infravermelho, tanto para a quitina e quitosana obtidas por via
microbioldgica, assim como para 0s polissacarideos obtidos a partir de crustaceos, que
sdo consideradas as fontes mais tradicionais para obtencdo desses polimeros
(SYNOWIECKI; AL-KHATTEB 1997; AMORIM et al., 2000; ANDRADE et al., 2000;
AMORIM etal., 2006; FAl etal., 2011; STAMFORD et al., 2013; BERGER et al., 2014).

5.1.3 Determinacéo do peso molecular

A viscosidade de solucbes poliméricas é mensurada através do volume
hidrodindmico (tamanho ou extensao no espaco) do polimero em solucdo. A viscosidade
de solucdes poliméricas diluidas € muito maior que a do solvente puro, ou de solucdes
diluidas de pequenas moléculas, devido a grande diferenca de tamanho entre as moléculas
do polimero e a do solvente. A viscosidade aumenta a medida que as dimensdes das
moléculas poliméricas em solucdo aumentam. Portanto, a viscosidade polimeérica é o
resultado da comparacdo entre o tempo de escoamento do solvente em um capilar e o
tempo de escoamento da solucdo polimérica a determinada concentracdo e temperatura
(STAMFORD-ARNAUD, 2012).

Apesar de ndo ser um método absoluto, podemos utilizar essa mediada para
estimar/determinar a massa molar média de polimeros, utilizando-se um viscosimetro e
um capilar tipo Cannon-Fenske (STAMFORD-ARNAUD, 2012). Na tabela 4,
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encontram-se os resultados da viscosidade intrinseca e massa molar média de cada
quitosana utilizada no presente trabalho. Os valores encontrados para a quitosana
Kiofine® sdo semelhantes aos encontrados por outros autores que também trabalharam
com quitosana fungica. Vasconcelos de Oliveira et al. (2014) extraiu a quitosana do
Mucor circinelloides e encontrou uma massa molar de 1,7 x 10%g/mol. Da mesma forma,
Tayel et al. (2010) trabalhando com Muccor rouxii, obteve quitosana com peso molecular

que variou entre 1,9 x 10°g/mol a 2,1 x 10%g/mol.

Pesquisas que utilizaram quitosana de crustaceo também encontraram resultados
semelhantes. Um exemplo ¢ o trabalho de Assis et al. (2008), cuja quitosana de crustaceo

utilizada apresentou uma massa molar viscosimétrica proxima de 4,6 x 10* g/mol.

Tabela 4: Valores da viscosidade intrinseca e a massa molar viscosimétrica média das

quitosana fungicas Kiofine®e Kionutrime®.

Quitosana Viscosidade intrinseca Massa molar média
(mL/g) (g/mol)

Kiofine B® 0,464 4,35x 10*

Kionutrime® 0,039 4x10°

Berger et al. (2014) obteve uma massa molar viscosimétrica de 4,08 x 10*g/mol e
5,05 x 103g/mol, valores parecidos com os encontrados para as quitosanas do presente
trabalho. Essas diferencas de massa molar viscosimétrica encontrada por Berger et al.
(2014), ocorreu devido a diferentes métodos de extracdo da quitosana. A quitosana de
massa molar mais alta refere-se a um método de extracdo que utiliza temperaturas mais
amenas, enguanto que a quitosana de peso molar menor refere-se a quitosana extraida
através de um método que utilizada autoclave e consequentemente temperaturas mais

altas, fracionando mais a cadeia polimérica.

No presente trabalho, ambas as quitosanas foram extraidas do Aspergillus niger e
sdo caracterizadas como de baixo peso molecular, no entanto ha diferencas entre as
viscosidades intrinsecas e a massa molar viscosimétrica das duas quitosanas. Isso pode

ocorrer devido a diferencas no método de extracdo empregado pela empresa fornecedora
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das quitosanas. Diferentes métodos de extracdo de quitosana fungica influenciam nas
caracteristicas fisico-quimicas do polimero e repercute sobre sua massa molar

viscosimétrica (Berger et al., 2014).

A massa molar viscosimétrica € uma importante propriedade da quitosana usada
em coberturas para frutas, porque a quitosana com uma baixa massa molar viscosimétrica
pode reduzir a resisténcia a tracdo ao longo da pelicula de cobertura sem aumentar a
permeabilidade (POCHANAVANICH; SUNTORNSUK, 2002). Além disso, a
determinacdo do peso molecular é importante, porque segundo alguns autores a quitosana
de baixo peso molecular, como a encontrada na presente pesquisa, apresenta uma maior
atividade antimicrobiana, ou seja, quanto menor o peso molecular desse polimero maior
sua atividade antimicrobiana (LIU et al., 2006; CAO; SUN, 2009; GANAN et al., 2009;
TAYEL et al., 2010). Isso ocorre devido a maior solubilidade que a quitosana de baixo
peso molecular apresenta, proporcionando uma maior interacdo desse polimero com o0s
sitios ativos do microrganismo (AIDER, 2010; YOUNES et al., 2014).

5.4 Caracterizacao das nanoparticulas de quitosana

Os meétodos usuais para a determinacdo da distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas consistem em Microscopia eletrénica de varredura (MEV), Microscopia
Eletrdnica de Transmissdo (MET) e Medidas de tamanho por Espalhamento Dinamico de
Luz (DLS). Enguanto a microscopia eletrdnica fornece apenas uma imagem da particula
isolada do meio, o DLS possibilita a determinacdo dos raios hidrodindmicos das
particulas em suspensdo, demonstrando uma média de tamanho das particulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Segundo a distribui¢do de tamanho das nanoparticulas de quitosana (Tabela 5),
foram encontrados diametro médio de 139,1 e 101,7nm para as particulas sem e com
tratamento térmico, respectivamente. Resultados semelhantes as nanoparticulas sem
tratamento térmico foram encontrados por Yang et al. (2010), Fan et al. (2012), e por
Rampino et al. (2013).
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Tabela 5: Média de tamanho das nanoparticulas com e sem tratamento térmico.

Nanoparticulas Média de tamanho (nm)
Sem tratamento térmico 139,1 + 14,74
Com tratamento térmico 101,7 £5,05

As nanoparticulas com tratamento térmico apresentaram um didmetro médio
inferior as particulas sem tratamento e semelhante ao descrito por Ramezani et al. (2015),
que ao produzirem nanoparticulas de quitosana para conservacao de filés de peixe obteve
um didmetro médio de 108,6nm. Contudo, Mohammadi et al. (2015), produziram
nanoparticulas de quitosana com e sem a encapsulacdo de 6leo essencial de Zataria
multiflora para conservacdo de morangos. Os didmetros apresentados variaram entre
124,67 a 174,03nm para as particulas com diferentes quantidades do 6leo encapsulado e
um diametro de 96,93nm para as nanoparticulas de quitosana sem o o6leo, valores
semelhantes ao encontrado em nosso estudo e utilizados também para conservagao de um

fruto.

A MET é outra forma de visualizagdo das nanoparticulas e através dela podemos
observar também a morfologia das particulas. Na figura 8A, observamos particulas com
tamanho de 100, 160 e 200nm cuja média é semelhante ao que foi encontrado no DLS.
Na figura 8B verifica-se uma parte da amostra com varias particulas dispersas sem a

formacéo de agregados.

Figura 8: MET das nanoparticulas de quitosana sem tratamento térmico.




57

A morfologia das particulas pode ser observada também pela MEV (Figura 9).
Essa microscopia mostra resultados semelhantes ao encontrado pelo DLS e MET. As
nanoparticulas com tratamento térmico (9B) mostram-se mais homogéneas, circulares e
menores em relagdo ao grupo sem tratamento térmico (9A). No outro grupo, observa-se
particulas com formato ndo esférico, tamanhos bastante diversos e formacdo de

agregados, diferentemente ao que foi visto na figura 9B.

Figura 9: MEV das nanoparticulas de quitosana sem (A) e com (B) tratamento térmico.

L

f g
¢

~
§ou
° g%

£ 0¢8]

&
2L

8
o
Y

)

,)' \‘:
nl <

A MEV confirma o que Bugnicourt et al. (2014) preconizam em relacdo ao
tratamento térmico empregado nas nanoparticulas, que esse processo serve para reduzir
o0s agregados e com isso individualizar as particulas. Isso ocorre devido a restruturacédo
das cadeias de quitosana que com o aumento da temperatura, o efeito hidrofobico entre
as cadeias pode ser predominante e as cadeias poliméricas podem colapsar na superficie
das nanoparticulas. A reducdo de tamanho nas nanoparticulas com tratamento térmico
também foi observada por, Bugnicourt et al. (2014), que obteveram particulas de 143nm
antes do tratamento e de 129nm ap0s o tratamento, valores semelhantes ao encontrado

em nosso estudo.

Normalmente, as nanoparticulas apresentam didametro médio entre 100 e 300nm,
no entanto, pode-se obter particulas com diametros entre 50 e 70nm (DU et al., 2008).
Um fator determinante do diametro médio é a metodologia empregada. Varios fatores

podem ser manipulados durante o processo de preparacao, entre eles, a concentragéo de
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quitosana, pH da solucéo e proporcéo entre quitosana: TPP (GAN et al., 2005; GRENHA
et al., 2005; NASTI et al., 2009).

Neves et al., (2014), realizou um planejamento fatorial para determinar as
melhores condicGes para producdo das nanoparticulas de quitosana para utilizagdo na area
farmacéutica e constatou que a proporcdo de quitosana:TPP de 3:1 foi a melhor para
producdo das particulas que obtiveram diametros de 82,5nm. Além disso, Neves et al.
(2014) salienta que essa propor¢do encontrada depende do grau de desacetilacdo e massa
molecular da quitosana. Com relacdo ao tamanho das nanoparticulas, sabe-se que
particulas com tamanho menor que 80nm permite sua penetracdo em tecidos através de
finos capilares, o que viabiliza sua utilizacdo na area farmacéutica (GAN et al., 2005).

Contudo, na area de alimentos essa caracteristica ndo é desejavel.

No presente trabalho, a utilizacdo das nanoparticulas tem funcdo conservante,
como antimicrobiano, com a intencdo de preservagdo das uvas sem causar danos ou
acumulo ao organismo humano. Portanto, foi escolhido para a utilizagdo nos demais
experimentos as nanoparticulas que passaram por tratamento térmico e que apresentaram
tamanho homogéneo, acima de 80 nm e que de acordo com a microscopia apresentaram
morfologia esférica e estrutura compacta, compativel com as caracteristicas de

nanoparticulas de quitosana.

5.3 Teste de citotoxicidade da membrana coriolant6ide do ovo de galinha (HET-
CAM)

O HET-CAM caracteriza-se como um ensaio de citotoxicidade de grande interesse
cientifico devido ao baixo custo, efetividade e rapidez da analise quando comparada com
outros testes in vivo (VARGAS et al., 2007; SAW et al., 2008). Os efeitos agudos
induzidos por uma substancia teste sobre 0s pequenos vasos sanguineos e proteinas da
membrana coriolantéide sdo propostos para ser semelhantes ao teste do olho do coelho,
contudo apresenta a vantagem de ser mais universalmente aceitdvel como um teste ndo
animal. As leis atuais que regulam a experimentacdo animal permitem a utilizacdo de
embrides de galinha com até 10 dias de fecundagdo sem a autorizacdo dos comités de
experimentacdo animal (BAGLEY et al., 1994).
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O ensaio foi utilizado para analise de efeitos inflamatérios e vasculares causados
pelas nanoparticulas de quitosana e gel de quitosana enriquecido com as nanoparticulas.
N&o foi observado nenhuma mudancga na membrana coriolantdide do embrido, sem sinal
de ocorréncia de hemorragia, vasoconstriccdo e coagulacdo (Figura 10). Resultado
semelhante foi encontrado para as nanoparticulas de quitosana produzidas por Rampino
et al. (2013) e Baptista da Silva et al. (2016).

Figura 10: Resultados do HET-CAM para as nanoparticulas de quitosana (A) e para o

gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas (B).

E de extrema importancia a avaliagio toxicoldgica de materiais nanoestruturados,
devido a seu tamanho e formato, capazes muitas vezes de penetrar em tecidos e causar
danos celulares (RAMPINO et al., 2013). No presente estudo, as nanoparticulas de
quitosana sozinhas ou na presenca do gel mostraram-se ndo-téxica de acordo com o HET-

CAM, o que possibilita seu uso em alimentos e consequentemente para consumo humano.

Com relacdo ao gel de quitosana, j& € bem descrito na literatura que seu uso é
seguro e ndo-tdxico ao organismo humano. Segundo YADAV & BISHE, (2004), 18g de
quitosana por quilograma de massa corporal ndo mostra qualquer sinal de toxicidade, o
que também viabiliza sua utilizacdo pela indlstria de alimentos. Atualmente, o Japdo, a
Itdlia e a Finlandia aprovaram o uso desse polimero em aplicacdes dietéticas (KEAN;
THANOU, 2010).
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5.4 Atividade Antimicrobiana

A crescente demanda dos consumidores por alimentos sem conservantes quimicos
tem direcionado as pesquisas para produtos de origem natural com acdo antimicrobiana
(WANG 1992). Atualmente é bem documentado na literatura a acdo antimicrobiana da
quitosana contra fungos e bactérias (TSAI et al., 2002; LOPEZ-CABLLERO et al., 2005;
OJAGH et al., 2010). Essa acdo antimicrobiana depende de varios fatores entre eles, o
tipo de quitosana, grau de desacetilacdo, peso molecular, pH do meio e microrganismo
envolvido (HOSSEINNEJAD; JARAFI, 2016).

Os resultados do CIM e CBM encontram-se nas tabelas 6 e 7, respectivamente. O
gel de quitosana apresentou os melhores resultados para E.coli, Pseudomonas aeruginosa
e S.aureus e 0s maiores valores de CIM e CBM para a Salmonella spp. e L.
monocytogenes. Alguns autores relatam que a quitosana possui um maior efeito
antimicrobiano contra bactérias gram-positivas, do que para gram-negativas. 1sso deve-
se as diferentes caracteristicas da superficie bacteriana, que no caso da bactéria gram-
negativa apresenta uma membrana externa lipopolissacaridica com carga negativa (NO
etal., 2002; ZHONG et al., 2008).

Contudo, outros estudos referem que a acdo antimicrobiana da quitosana é maior
contra bactérias gram-negativas (DEVLIEGHERE et al., 2004; LI et al., 2010). Esse tipo
de bactéria apresenta uma membrana constituida essencialmente de lipopolissacarideos
contendo fosfato e pirofosfato, os quais conferem uma densidade de cargas negativas
superior a observada nas bactérias gram-positivas (membrana composta de
peptideoglicanos associado a polissacarideos). A maior densidade de cargas negativas
favorece a ligagdo da quitosana a célula microbiana, causando vazamento do material
intracelular e portanto, maior efeito inibitério (CHUNG et al., 2004; GOY et al., 2009).

No presente trabalho, o gel de quitosana obteve o0 menor CIM e CBM (3mg/ml)
para bactérias gram-negativas, porém a Salmonella spp. que também faz parte desse
grupo de bactérias obteve um dos maiores valores de CIM e CBM (6mg/ml). Esses
resultados estdo de acordo com o preconizado por Devlieghere et al. (2004), que relata
que a acdo antimicrobiana da quitosana depende também de outros fatores como a cepa
utilizada e a espécie analisada. Segundo Goy et al. (2009), em ambos 0s tipos de bactérias
(gram-negativa e gram-positiva), a quitosana parece agir diferentemente na superficie

bacteriana, mas de forma satisfatoria.
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Tabela 6: Concentracdo inibitéria minima (CIM) do gel de quitosana, nanoparticulas de

quitosana e gel enriquecido com nanoparticulas.

Bactéria Gel Nanoparticulas  Gel + nanoparticulas
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

E.coli 3,0 3,0 2,0

Salmonella spp. 6,0 3,0 3,0

P. aeruginosa 3,0 3,0 2,0

S. aureus 4,0 2,0 1,0

L. monocytogenes 6,0 3,0 2,0

Tabela 7: Concentracdo bactericida minima (CBM) do gel de quitosana, nanoparticulas

de quitosana e gel enriquecido com nanoparticulas.

Bactéria Gel Nanoparticulas  Gel + nanoparticulas
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

E.coli 4 3 4

Salmonella spp. 6 6 6

P. aeruginosa 3 4 4

S. aureus 4 6 2

L. monocytogenes 6 6 2

Apesar da divergéncia em torno do mecanismo de agdo antimicrobiana da
quitosana em relacdo as bactérias gram-positivas e gram-negativas, sabe-se que a
quitosana é capaz de causar enfraquecimento e danos na parede celular e até provocar lise
celular (EATON et al., 2008). Uma vez perdida a protecdo da parede celular, a membrana
pode ser modificada e ocorrer alteracdo de sua permeabilidade. O aumento da
permeabilidade celular leva a desestabilizacdo da membrana e vazamento de substancia

intracelular, ocasionando a morte da célula (KONG et al., 2008).

Portanto, 0 mecanismo de a¢&o da quitosana ndo é simples e resulta em diversos
eventos gque ocorrem simultaneamente e/ou sucessivamente. Resumidamente ele ocorre

da seguinte forma: (1) adsorcéo na superficie da célula bacteriana, (2) difuséo através da
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parede celular, (3) adsor¢édo dentro da membrana do citoplasma, (4) ruptura da membrana
citoplasmatica, (5) vazamento dos constituintes citoplasmatico e (6) morte celular
(IKEDA; TAZUKE, 1984).

Além disso, a quitosana de baixo peso molecular pode penetrar no citoplasma
bacteriano e inibir a sintese de RNAm e proteinas. Pode também causar a morte do
microrganismo formando uma barreira externa, quelante de metais, que provoca a

supressao de nutrientes essenciais para o crescimento da bactéria (GOY et al., 2009).

Apesar da acao antimicrobiana do gel de quitosana esta bem descrito na literatura,
as propriedades antimicrobianas das nanoparticulas ainda sao limitadas. Contudo, quando
a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de quitosana é estimada, normalmente,
refere-se a microrganismos patogénicos como E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e L.
monocytogenes (MORITZ et al., 2013). Essas bactérias sao responsaveis pela maioria das
varias infeccBes em humanos e representam uma das maiores ameacgas a saude dos
consumidores de alimentos, o que justifica a escolha e importancia destas bactérias no

presente trabalho.

Os resultados encontrados mostram uma melhora na acdo antimicrobiana das
nanoparticulas quando comparado ao gel. Houve uma diminuicdo no CIM para
Salmonella spp., S.aureus e L. monocytogenes e no CBM para E.coli frente as
nanoparticulas quando comparada ao gel. Qi et al. (2004), também obteveram resultados
melhores com as nanoparticulas para E.coli., S. aureus e Salmonella spp., do que com o
gel de quitosana. Essa melhora da atividade antimicrobiana deve-se a maior area
superficial e densidade de carga das nanoparticulas de quitosana, pois ha uma maior
interacdo dessas particulas com a célula bacteriana, 0 que causa vazamento de
componentes intracelulares, ocasionando a morte do microrganismo (QI et al., 2004; SHI
etal., 2006; BARANI et al., 2012).

As nanoparticulas de quitosana apresentam CIM de 2,0mg/mL para S. aureus,
sendo estes resultados melhores do que os encontrados (2,5mg/ml) por Madureira et al.
(2015), quando produziu nanoparticulas de quitosana de alto peso molecular. Para E.coli
foi encontrado CBM (3,0mg/ml) ligeiramente superior ao de Madureira et al. (2015)
(2,8mg/ml), contudo as diluigdes testadas na presente pesquisa foram de 3 e 2,5mg/mL,
ndo sendo abrangida a concentracdo de 2,8mg/mL. Com relagdo ao gel de quitosana

diferengas entre os valores de CIM também foram encontrados na literatura e na presente
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pesquisa. Um exemplo € a pesquisa descrita por Tayel et al. (2010), que trabalhando com
E.coli e P. aeruginosa obtiveram CIM igual a 2mg/ml para ambas as bactérias, cujo valor
é de Img/ml inferior ao encontrado na presente pesquisa.

Essas discrepancias entre os resultados de CIM e CBM relatados na literatura séo
explicadas por Devlieghere et al. (2004). Segundo esse autor, comparar os valores de CIM
e CBM de diferentes estudos € dificil, por causa da possibilidade de diferencas nas
caracteristicas da quitosana utilizada, na temperatura de incubacéo, pH, solvente, cepa e
espécies analisadas.

Com relacédo ao gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas, percebemos que
a melhora na acdo antimicrobiana ocorreu em quase todas as bactérias, com exce¢do da
Salmonella spp., cujos valores de CIM e CBM mantiveram-se iguais aos determinados
para as nanoparticulas puras. Os valores de CBM da E.coli e P. aeruginosa permaneceram
iguais aos valores de CBM, respectivamente encontrados, para o gel e para as
nanoparticulas sozinhas. No gel de quitosana as nanoparticulas apresentam-se mais
dispersas e segundo Lee et al. (2010), as nanoparticulas quando bem dispersas na solugédo
sdo mais eficientemente transportadas para a parede celular da bactéria causando

distUrbios e levando a uma maior atividade antimicrobiana.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, uma cobertura mais homogénea é
desejavel, pois fornece uma protecdo mais efetiva entre a fruta e o ambiente externo
(Tezotto-Uliana et al., 2014), como consequéncia, a transferéncia de oxigénio e a
atividade respiratoria do microrganismo sao prejudicadas (Aquino et al., 2015). Portanto,
tendo em vista estes aspectos, no presente trabalho foi escolhido o gel de quitosana

enriquecido com nanoparticulas para posterior aplicacdo nas uvas.

5.5 Efeito da cobertura comestivel sobre os parametros fisico-quimico das uvas

5.5.1 Analise da umidade, pH, acidez total titulavel, sélidos soltveis, agUcar redutor

e antocianinas

Algumas mudancas nos parametros fisico-quimicos foram observadas nas uvas
com e sem cobertura a base de nanoparticulas, durante o0 armazenamento a temperatura
ambiente (25°C — 12 dias) (Tabela 8) e de refrigeracédo (12°C — 24 dias) (Tabela 9).



64

A determinacdo do teor de umidade mostrou que as uvas controle, armazenadas
em ambas as temperaturas, apresentaram o menor percentual de umidade (p < 0,05). A
Unica excec¢ao foi 0 tempo 0 e 6 (12°C), em que o controle ndo teve diferenca significativa
(p > 0,05) entre as amostras CIM/2 e CIM. As uvas 2CIM destacaram-se como as
amostras que apresentaram maior teor de umidade na maioria dos dias analisados e muitas
vezes sem diferenca significativa (p > 0,05) entre 2CIM e CIM, demonstrando a

importancia da cobertura comestivel na manutencéo da umidade da fruta.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ali et al. (2011) trabalhando com
quitosana para cobertura comestivel em mamaéo e por Velickova et al. (2013) que utilizou
quitosana e cera de abelha para formacéao de cobertura comestivel aplicada em morangos.
Normalmente, as mudancas gasosas entre a fruta e atmosfera ocorrem devido a poros
abertos e a maior permeabilidade atraves da pele da fruta (AMARANTE et al., 2001).
Portanto, a cobertura comestivel formada de nanoparticulas blogueia esses poros

presentes na uva, evitando a perda de umidade e controlando a taxa respiratéria da fruta.

Nos tempos zero (refrigerado e ndo refrigerado) e 12 (ndo refrigerado), o conteddo
de solidos soltveis ndo diferiu significativamente (p > 0,05) entre as uvas com e sem
coberturas comestiveis com nanoparticulas de quitosana. No entanto, nos outros tempos
analisados foram verificadas diferencas significativas (p < 0,05) entre os valores de
solidos soluveis das uvas com e sem cobertura. Os menores valores foram encontrados

na amostra com nanoparticulas na concentracdo 2CIM e CIM.

A diminuicdo no contetdo de solidos soltveis em uvas induzidas pela quitosana
ocorre devido a uma diminuicdo da atividade respiratoria e metabolica da fruta,
retardando o processo de amadurecimento (Vasconcelos de Oliveira et al., 2014). Essa
propriedade é potencializada quando a quitosana apresenta-se no formato de
nanoparticulas, o que pode ser confirmado pelas menores concentracdes de solidos
soluveis observada na amostra com a maior concentragdo de nanoparticulas (2CIM).
Além disso, a propriedade filmogénica da cobertura comestivel de gel e nanoparticulas
de quitosana permite que se forme uma barreira semipermedvel em torno da uva,
modificando a atmosfera interna com a diminuicdo do gas oxigénio e/ou aumento do gas

carbonico e supressdo da producgéo de etileno (DONG et al., 2004).
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Tabela 8 — Média dos valores dos parametros fisico-quimico das uvas armazenadas a
temperatura ambiente (25°C) por 12 dias.

Dias de armazenamento

Tratamentos 0 5 12
Solidos sollveis (°Brix)

Controle 13 (+1,000%A 15 (+1,00)A 12 (+0,00)*A
CIM/2 13 (x0,50)°A 15 (+0,50)*A 12 (+0,00)*A
CIM 12,5 (+0,50)** 12,6 (+0,00)%® 12 (+0,00)%A
2CIM 11,5 (+0,00)°A 13 (£0,50)%® 11,5 (+0,50)°"
Acidez titulavel (% ac. tartarico)

Controle 0,9 (£0,00)**  0,69(x0,00)*A 0,77 (+0,00)"A
CIM/2 0,99 (+0,02)*A  0,74(+0,06)*" 0,80 (+0,03)°A
CIM 0,84 (+0,02)28  0,66(x0,06)°* 0,74 (+0,02)*AB
2CIM 0,90 (+0,01)**  0,70(0,03)*A 0,71 (+0,00)"®
pH

Controle 3,84 (+0,18)*"  4,09(+0,00)*A 4,04 (+0,01)2
CIM/2 3,87 (+0,01)®*  3,93(+0,07)°A 4,04 (x0,04)®
CIM 3,76 (+0,10)%A  3,75(0,25)*A 4,08 (+0,00)%A
2CIM 3,88 (+0,05)%A  4,00(+0,00)°A 4,07 (+0,00)%A
Umidade (%)

Controle 84,20 (+0,07)°8 84,5 (+0,30)°° 86,65 (+0,68)%
CIM/2 88,28 (+0,38)** 86,7 (+0,22)B 88,66 (+0,07)*
CIM 88,18 (+0,30)** 88,0 (+0,43)* 88,03(+0,04)*A
2CIM 88,56 (+0,15)** 88,0 (+0,20)*A 88,81(+0,63)*
Acucar redutor (g/100g)

Controle 13,11 (+0,13)**  12,21(0,0)°A 9,81 (+0,22)A
CIM/2 10,42 (+0,73)®®  10,44(+0,34)= 9,04 (+0,05)°B
CIM 11,49 (+1,53)*8  9,7(0,25)%C 9,05 (+0,36)8
2CIM 9,24 (+0,52)®8  8,38(0,04)°P 8,76 (+0,01)%B
Antocianina (mg/100g)

Controle 111,16 (+5,92)°A  218,7(1,62)® 147,68 (+5,67)°8
CIM/2 113,19 (#6,23)*  224,75¢129/® 164,08 (+6,93)"*
CIM 107,73(+3,26)°A  267,37(x0,91)* 120,63 (+1,92)C
2CIM 117,24 (+7,29)°A 249692281 130,64 (+3,64)C

&C Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o

teste de tukey. AD Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05)
de acordo com o teste de tukey.
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Tabela 9 — Média dos valores dos parametros fisico-quimico das uvas armazenadas em

refrigeracéo (12°C) por 24 dias.

Tratamento Dias de armazenamento

0 6 12 18 24
Solidos sollveis (°Brix)
Controle 16,0 (x0,50)** 16,0 (¥0,10)®*  16,4(+0,01)®A 17,0 (x0,100** 16,2 (+0,20)°A
CIM/2 16,6 (+0,01)* 16,0 (+0,10)®A 16,6 (+0,76)* 15,8 (+0,01)*B 15,0 (+0,50)°8
CIM 16,6 (x0,01)** 15,8 (0,01)°® 14,6 (+0,01)%® 15,6 (0,01)°¢ 15,0 (+0,10)®
2CIM 17,4 (0,000 14,6 (0,00 14,8 (+0,20)°® 15,2 (0,01)°® 13,0 (+0,10)"C
Acidez titulavel (% ac. tartarico)
Controle 0,59 (+0,00)°® 0,59 (+0,00)®® 0,60 (+0,01)*° 0,55 (+0,00)® 0,62 (+0,00)*
CIM/2 0,63 (0,00 0,61 (¥0,00)°° 0,66 (+0,02)*® 0,66 (0,000 0,73 (x0,01)*
CIM 0,63 (x0,02)°A 0,70 (¥0,00)*® 0,76 (+0,00)* 0,72 (x0,00)°® 0,64 (+0,01)B
2CIM 0,66 (¥0,000° 0,72 (x0,00)** 0,67 (+0,00)*8 0,76 (¥0,01)** 0,73 (x0,00)**
pH
Controle 3,45 (+0,000"* 3,42 (x0,00)°® 3,43 (+0,00)"® 3,60 (£0,02)*A 3,46 (+0,02)*A
CIM/2 3,45 (x0,00)*A 3,45 (+0,00)** 3,50 (+0,00)* 3,51 (x0,00)8 3,40 (+0,02)°8
CIM 3,41 (£0,01)*® 3,34 (x0,01)*° 3,36 (+0,00)*° 3,42 (¥0,01)°° 3,43 (x0,01)*®
2CIM 3,47 (0,01)** 3,27 (x0,01)® 3,40 (+0,00)*° 3,40 (x0,00)*° 3,35 (+0,00)C
Umidade (%)
Controle  84,46(+0,04)*A  83,59(x0,11)°¢  82,54(x0,14)C 82,59(0,25)°  83,03(+0,47)>C
CIM/2 84,15(+0,42)*8  83,86(+0,32)5C 84,37(0,04)%® 84,72(x0,11)*  84,98(+0,91)%*®
CIM 84,24(+0,30)°AB  84,35(+0,42)"®  84,94(+0,05)*A  85,46(x0,11)**  85,06(x0,25)*"
2CIM 83,58(+0,23)°®  85,41(+0,12)**  85,05(+0,38)"* 84,93(+0,58)°A  87,77(+0,32)*A
AcUcar redutor (g/1009)
Controle  12,83(+0,21)®®  12,02(x0,56)*A  12,54(x0,17)®A  12,93(x0,11)*  12,61(+0,11)®A
CIM/2 13,37(x0,35)*®  11,29(+0,63)**  11,64(x0,15)°®  1254(x0,17)°A  11,54(+0,33)B
CIM 14,24(+0,28)** 9,95 (+0,01)%®  11,19(+0,03)8¢  11,99(+0,29)B 12,57(+0,58)°A
2CIM 13,51(+0,60)*"® 9,64 (+0,33)®  11,05(0,26)"° 11,61(+0,15)® 9,88 (0,10)C
Antocianina (mg/100g)
Controle  164,32(x2,86)"  262,58(+3,36)** 183,60(+1,61)"*  164,28(+1,32)° 276,34(+17,44)
CIM/2 120,90(x3,11)%®  212,52(+5,04)°8 105,12(£7,49)°C  149,45(£3,32)°C 248,95(+8,32)*
CIM 112,59(£9,98)98C  166,83(+3,49)°° 127,96(+12,18)°® 140,96(+1,08)°C 207,09 (+7,71)%*®
2CIM 103,59(+4,11)C  182,58(+2,20)°C 97,45 (£9,12)°  232,88(x5,46)** 187,42(+11,56)"8

&€ Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o

teste de tukey. AD Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05)
de acordo com o teste de tukey.
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Em muitos estudos a quitosana vem sendo utilizada junto a outros constituintes
como os 6leos essenciais, para potencializar seus efeitos antimicrobianos em relacéo as
frutas. No entanto, Aquino et al. (2015) constatou que goiabas cobertas com quitosana,
com ou sem Oleo essencial misturado foi efetiva em diminuir o teor de sélidos sollveis.
Isso mostra que o potencial efeito na diminuicdo dos sélidos sollveis deve-se
principalmente a quitosana e, portanto, as nanoparticulas constituidas de quitosana podem
potencializar esses efeitos inerentes a quitosana, mostrando a importancia da cobertura

escolhida neste estudo.

Durante todo o armazenamento, em ambas as temperaturas, a amostra 2CIM
apresentou 0s menores valores de acUcar redutor, diferindo significativamente das uvas
controle (p < 0,05), com excecdo apenas do tempo zero das uvas armazenadas em
temperatura de refrigeracdo. Além disso, nos tempos 0, 6, 12 e 18, refrigerado, e 0 e 12,
ndo refrigerado, ndo houve diferencas significativas (p > 0,05) entre CIM e 2CIM. Os
resultados encontrados mostram que as maiores concentracdes de nanoparticulas de
quitosana (CIM e 2CIM) foram responsaveis pela diminuicdo no contetido de agUcar
redutor. Essa diminuicdo pode ser explicada pela supressdo da taxa respiratéria da fruta,
causada pelas nanoparticulas de quitosana, que diminui também a atividade metabdlica,
reduzindo a hidrolise de carboidratos em actcar (HONG et al., 2012; NEETA et al.,
2013).

A determinacdo de agUcares em frutas € um importante parametro para avaliar o
estagio de maturacdo desse alimento (GAUTIER et al., 2008). Varios estudos mostram
um aumento da frutose e glicose em estagios avancados de maturacdo (GLEWA et al.,
2003; BASSON et al., 2010; ZHANG et al., 2010; WU et al., 2011). Além disso, 0s
acucares redutores juntamente com o0s acidos organicos sdo componentes importantes de
gosto e aroma, apresentando relevante papel na manutencdo da qualidade de frutos e de
seu valor nutritivo (ASHOOR; KNOX, 1982; WU et al., 2012).

Portanto, em nosso trabalho percebemos que as uvas contendo as maiores
concentragdes de nanoparticulas de quitosana retardaram o estagio de maturacdo da fruta,

0 que levou a diminui¢do dos sélidos solUveis e agucar redutor.

As coberturas produzidas diminuiram (p < 0,05) também as perdas de acidez
titulavel nas uvas armazenadas em refrigeracdo. Comportamento diferente foi observado

nas uvas em temperatura ambiente em que foi mantido os valores de acidez titulavel. A
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diminuicdo da perda de acidez titulavel em frutas cobertas com quitosana durante o
armazenamento também foi observada em estudos realizados em morangos, cereja,
goiaba e lichia, que sugerem uma diminuigdo da senescéncia das frutas causada pela
cobertura de quitosana (DONG et al., 2004; HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008; HONG
etal., 2012; PETRICCIONE et al., 2015).

Estudos prévios indicam que os acidos organicos e os sélidos sollveis séo
consumidos pelo processo respiratério para manter a atividade normal da fruta durante
seu armazenamento (ZHOU et al., 2008). A cobertura comestivel torna-se uma alternativa
para limitar este processo respiratorio e metabolico da fruta diminuindo a perda de
componentes nutricionais como os solidos soltveis e acidez titulavel (HAGENMAIER,
2005). Em nosso trabalho as frutas tratadas com cobertura de nanoparticulas de quitosana,
em refrigeragcdo, foram as mais eficazes em retardar o consumo de componentes
nutricionais importantes como a acidez titulavel. As baixas temperaturas mostram-se
como um processo adicional, que juntamente com a quitosana, sdo capazes de diminuir
os processos fisioldgicos das uvas e consequentemente retardar o consumo da acidez
titulavel (MENG et al., 2008).

Os valores de pH, entre os tratamentos, na maior parte do armazenamento
refrigerado e ndo refrigerado ndo diferiram significativamente (p > 0,05), corroborando
com os resultados de Sanchéz-Gonzalez et al. (2011). Em temperatura ambiente, o pH
variou de 3,75 a 4,09 e em temperatura de refrigeracdo a variacdo foi de 3,27 a 3,51,
resultados semelhantes ao encontrado por Kim et al. (2014). Segundo Kim et al. (2014),
0 tipo de cobertura, 0 tempo e a temperatura de armazenamento ndo afetam o pH das uvas
significativamente (p > 0,05), o que pode ser confirmado em nosso estudo, pois, as
diferentes concentraces de nanoparticulas de quitosana ndo influenciaram esse

pardmetro fisico-quimico.

Portanto, as variacdes de pH em uvas pode ser atribuida a variabilidade natural da
fruta e ndo aos tratamentos empregados. Mudangas observadas nos valores de pH durante
alguns dias de armazenamento, deve-se a diferencas na composicao de acidos organicos
das uvas (VARGAS et al., 2006).

O conteldo de antocianinas nas uvas controle refrigeradas (p < 0,05) foi maior do
que nas uvas com nanoparticulas, com excecdo apenas do dia 24 em que o controle ndo

diferiu significativamente (p > 0,05) da amostra CIM/2. Esse maior acumulo de
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antocianina nas uvas controle pode estar relacionado ao seu avancado processo de
amadurecimento, em que ocorre a sintese desse pigmento a partir da glicose (MENG et
al., 2008). Portanto, a menor concentracdo de antocianina nas uvas (12°C) com as
coberturas, sugere um efeito inibitorio do envelhecimento da fruta. Esse efeito inibitorio
€ mais pronunciado no armazenamento prolongado da fruta (KIM et al., 2014), como foi

0 caso das uvas refrigeradas analisadas em nosso estudo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Gol et al. (2013) em morangos
cobertos com quitosana, carboximetil celulose e hidroxipropilmetil celulose. Da mesma
forma, Perez e Sanz (2001), detectaram também um menor acimulo de antocianina em

morangos armazenados em atmosfera controlada.

Em temperatura ambiente, nos dias 0 e 6, o teor de antocianina das uvas controle
ndo diferiram significativamente (p > 0,05) da uvas com tratamento, resultado semelhante
encontrado por Santos et al. (2012). Esse resultado mostra novamente a importancia da
temperatura de armazenamento como potencializador dos efeitos inibitorios da
senescéncia da fruta causado pelas nanoparticulas de quitosana. Em temperatura
ambiente, esse efeito € menos pronunciado e, portanto, o teor de antocianina da amostra

controle equivale-se ao da uvas com tratamento.

Segundo Falcdo et al. (2007), as antocianinas presentes em uvas estdo
concentradas principalmente na casca, com excecdo de poucas variedades cuja polpa
também é pigmentada. De acordo com Mazza (1995), o contetido de antocianinas varia
de 30-750mg/100g. Em nosso estudo, encontramos valores que variaram de 97,45 a

276,34mg/100g, dentro da faixa preconizada por Mazza (1995).

Rombaldi et al. (2004) encontrou valores mais altos trabalhando com outra
variedade de uvas, em uvas Bordd os teores de antocianinas foi de 345 a 427mg/L. No
entanto, Boas et al. (2014), encontrou para esse mesmo tipo de uva um total de
antocianinas entre 757,61 e 760,15mg/L. Essa variagdo no conteudo de antocianinas pode
ser devido a diferenga de cultivares e/ou mistura de variedades, da época de colheita, do

clima e do solo das regides produtoras (MAZZA, 1995).
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5.5.2 Evolucéo da cor

Os resultados da andlise da cor das uvas ndo refrigeradas e refrigeradas
encontram-se nas tabelas 10 e 11, respectivamente. Em temperatura ambiente, o valor de
L diminuiu ao longo dos 12 dias de analise das uvas controle e das uvas com as coberturas,
mostrando que os frutos tornaram-se mais escuros. Resultado semelhante foi encontrado
por Kim et al. (2014), quando pesquisou sobre a acdo de nanoemulséo de 6leo essencial

de lim&o em uvas armazenadas a 4°C e 25°C.

Contudo, a manutencao dos valores de L (p > 0,05) foi observada nas uvas com
nanoparticulas armazenadas em refrigeracdo, diferentemente das uvas controle que
tiveram diminuicdo dos valores de L. A perda de agua e o escurecimento superficial sdo
um dos responsaveis por causar a diminuicdo do brilho em frutas sem coberturas
comestiveis como pode ser constatado na presente pesquisa e em outros estudos
(RATTANAPONE et al., 2001; BRASIL et al., 2012). A manutenc¢éo do brilho das uvas
com tratamento também foi observada por Santos et al. (2012), no entanto esse autor nao
encontrou diferencas nos valores de L das uvas armazenadas em diferentes temperaturas

e cobertas com quitosana e 6leo essencial de orégano.

Tabela 10 — Efeito das coberturas a base de nanoparticulas de quitosana (CIM/2, CIM,

2CIM) sobre a cor das uvas armazenadas a temperatura ambiente (25°C) por 12 dias.

Dias de armazenamento

Tratamentos 0 5 1

L*

Controle 19,23 (+0,03)*8 21,24 (+0,57)* 17,85 (x0,03)**
CIM/2 19,28 (+0,29)8 20,86 (+0,71)* 16,72 (+0,40)°B
CIM 18,40 (+0,17)¢ 21,95 (+0,00)*A 17,84 (x0,04)A
2CIM 20,07 (+0,17)* 20,26 (+0,96)* 18,02 (+0,23)"A
a*

Controle 1,91 (+0,28)% 1,63 (+0,04)20AB 1,26 (+0,03)*8
CIM/2 2,93 (+0,51)28 1,81 (+0,26)A 0,91 (20,22)c¢
CIM 2,93 (+0,03)8 2,07 (£0,37)PA 1,18 (+0,09)°B
2CIM 3,96 (+0,58)* 1,12 (+0,07)°® 1,56 (+0,00)°A
b*

Controle 0,97 (+0,08)°® 1,19 (x0,02)°A8 1,34 (x0,05)%
CIM/2 1,18 (+0,11)°A8 1,52 (+0,02)°A 1,83 (+0,01)**
CIM 1,36 (x0,06)*A 1,21 (x0,01)PA8 1,56 (x0,02)%
2CIM 1,38 (x0,08)* 1,10 (x0,26)% 1,51 (+0,14)%®

&€ Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de
tukey. A Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o
teste de tukey. L* (luminosidade), a* (vermelho/verde) e b* (amarelo/azul).
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A diminuicdo nos valores de L observado nas uvas a 25°C e na amostra controle
a 12°C esta relacionada também ao maior metabolismo destas frutas em que ocorre
diversas reacfes enzimaticas e ndo enziméticas, causando O Seu escurecimento
(ADILLETA et al., 2016). Isso nos mostra novamente que a cobertura comestivel
produzida em nosso trabalho quando aplicada em uvas refrigeradas retardam o processo
de senescéncia da fruta. Esses resultados estdo de acordo com Hoa & Ducamp (2008), Jo
et al. (2014) e Séanchez-Gonzéalez et al. (2011) que mostraram que as coberturas
comestiveis a base de polissacarideos, como a quitosana, modificam a atmosfera interna

de manga, maca e uvas diminuindo as mudancas na cor dessas frutas.

Tabela 11 — Efeito das coberturas a base de nanoparticulas de quitosana (CIM/2, CIM,

2CIM) sobre a cor das uvas armazenadas em refrigeracéo (12°C) por 24 dias.

Tratamento Dias de armazenamento

0 6 12 18 24
L*
Controle  19,18(¢1,97)* 14,70(x0,07)°®  15,22(+1,28)°® 18,48(+1,13)* 16,29(+0,81)°AB
CIM/2 17,32(+1,54)®A 15,83(+0,39)"8 13,76(x0,73)"® 19,97(+2,56)** 15,0(x0,12)"8
CIM 18,96(+1,19)>A  17,68(x1,47)°*  23,29(+0,94)* 17,92(+0,54)"* 17,0(x0,64)°A
2CIM 18,87(+0,40)*A  16,17(+0,45)*A8 21 35(+0,84)** 20,40(+1,49)** 17,68(0,28)"*
a*
Controle 2,58 (20,05)%8 1,42 (+0,00)°®  1,62(£0,24)°*% 1,61 (+0,20)°® 2,00 (x0,11)A
CIM/2 2,93 (£0,42)*8 205 (£0,21)°AB  1,84(+0,09)°A 1,68(+0,04)*B 1,30 (+0,08)B
CIM 3,18 (£0,08)"% 2,34 (¥0,56)"®  1,65(x0,01)*B 1,58 (+0,03)® 1,50 (+0,01)B
2CIM 2,33 (20,27)"® 2,52 (£0,04)** 1,36 (20,07)*® 2,06 (¥0,04)* 1,41 (x0,08)*®
b*
Controle 1,21 (+0,28)®* 1,46 (0,04)®® 1,49 (+0,08)°A 1,53 (+0,04)*A 2,13 (+0,07)**
CIM/2 1,40 (¥0,10)°A  1,47(x0,01)®* 1,68 (x0,26)** 1,62 (¥0,22)°A 2,27 (+0,02)*
CIM 1,38 (£0,29)®A 1,25 (+0,13)°2 1,71 (x0,12)*A 1,62(x0,09)®* 1,71 (+0,06)%8
2CIM 1,02 (0,06)* 1,59 (x0,01)* 1,79 (+0,06)* 1,63 (x0,21)* 1,66 (+0,07)%8

&C Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de

tukey. AB Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o
teste de tukey. L* (luminosidade), a* (vermelho/verde) e b* (amarelo/azul).

Os valores positivos e perto de zero de a* nas frutas com e sem refrigeragcéo
mostram o acumulo de antocianina nas uvas, ja que esse pigmento apresenta uma
coloracdo vermelha e sdo os principais responsaveis pela cor das uvas (HERNANDEZ-

HERRERO; FRUTOS, 2014). O mesmo comportamento foi observado para os valores
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de b*, 0 que nos mostra que as uvas controle e as uvas com nanoparticulas de quitosana
foram predominantemente roxas ao longo do tempo de armazenamento nas duas
temperaturas analisadas. Pequenas mudancas nos valores de *a e *b sdo bons indicativos
da auséncia de escurecimento oxidativo nas frutas (ROCHA; MORAES, 2000), o que nos
mostra a efetividade da cobertura comestivel a base de nanoparticulas em controlar o

metabolismo das uvas.

5.5.3 Perda de peso das uvas

A determinacdo da perda de peso nas uvas € uma analise extremamente
importante, pois a perda de peso esta associada a varias reacoes indesejaveis nos frutos,
como por exemplo: escurecimento dos tecidos, degradagdo de vitaminas, aumento da
atividade enzimatica, mudancas na textura, aumento da taxa de crescimento microbiano,
maior susceptibilidade a decomposicéao fungica e perda de umidade (VALVERDE et al.,
2005). Do ponto de vista econémico, a elevada perda de peso causa murchamento e perda
de qualidade do fruto diminuindo a comercializagdo do produto (VILA, 2004).

No presente trabalho foi encontrada menor perda de peso nas uvas tratadas com
gel e nanoparticulas de quitosana fangica tanto para o armazenamento refrigerado
(controle: 1,72%; CIM/2: 2,26%; CIM: 1,63%; 2CIM: 1,43%) assim como para O
armazenamento a temperatura ambiente (controle: 0,85%; CIM/2: 0,81%; CIM: 0,49%;
2CIM: 0,79%). Esses resultados estdo de acordo com Eshghi et al. (2014), que
trabalhando também com coberturas comestiveis de nanoparticulas de quitosana e
nanoparticulas de quitosana+cobre, observou que essas coberturas mostraram-se efetivas

em reduzir a perda de peso de morangos.

Segundo Deng et al. (2006) é aceitavel para uvas uma perda de peso de até 5% e
em nosso estudo foi observado valores bem abaixo desse percentual. Gao et al. (2013),
analisando uvas tratadas com quitosana também observou valores abaixo de 5%. As uvas
armazenadas a 0°C por 60 dias tiveram percentual de perda de peso de 1,44% para as
frutas cobertas com quitosana e 4,74% para as uvas controle. No entanto, com o0 aumento
da temperatura de armazenamento para 20°C por 3 dias ap0os os 60 dias a 0°C, as uvas
controle apresentaram perda de peso de 7,57%, acima do valor estipulado como aceitavel
por Deng et al., (2006).
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Vaérias pesquisas demonstram que a perda de peso esta associada com 0 processo
de respiracdo e evaporacdo de agua da fruta, ou seja, com o aumento da temperatura,
aumenta a taxa respiratdria da fruta e consequentemente a perda de umidade e peso. Além
disso, a agua é absorvida pela quitosana na superficie da fruta, pois a propriedade
higroscépica desse polimero melhora a formacao da barreira contra dgua entre a fruta e o
ambiente externo, com isso reduzindo as transferéncias externas (MORILLON et al.,
2002; OLIVAS; BARBOSA-CANOVAS, 2005; XU et al., 2007).

Foi observado que houve um aumento na perda de peso das uvas refrigeradas
quando comparamos com as uvas nao refrigeradas. No 12° dia de andlise das uvas
refrigeradas foi observado uma menor perda de peso (controle:0,15%, CIM/2: 0,13%,
CIM: 0,13%, 2CIM: 0,4%) em relacdo ao 12° de analise das uvas ndo refrigeradas
(controle: 0,85%, CIM/2: 0,81%; CIM: 0,49%; 2CIM: 0,79%). No entanto, por causa do
maior tempo de analise para as uvas refrigeradas (24 dias) em relacéo as ndo refrigeradas
(12 dias), houve uma maior perda de peso ao final do periodo de analise das uvas
refrigeradas devido ao avancado metabolismo da fruta. A perda de peso durante o
armazenamento a baixa temperatura também foi observado em framboesas (KRUGER et
al., 2011). De qualquer forma, as coberturas comestiveis sdo responsaveis por criar uma
atmosfera modificada ao redor do produto perecivel, permitindo a extensdo da vida de
prateleira através do controle das trocas gasosas e prevencao da excessiva da perda de
peso (ALl et al., 2015).

5.5.4 Percentual de decomposicéo das frutas

O menor percentual de decomposicdo encontrado foi o das uvas refrigeradas
(controle: 6,66%; CIM/2: 6,66%; CIM: 0%; 2CIM: 0%). As uvas ndo refrigeradas
apresentaram resultados aproximadamente duas vezes mais elevados para o controle
(15%) e o CIM/2 (12,5%) em relacdo as frutas refrigeradas. A amostra CIM (0%) foi a
Unica que manteve a inibicao total de infecgdes em ambas as temperaturas, diferentemente
da amostra 2CIM que inibiu completamente as infec¢fes a temperatura de refrigeracéo,

mas a temperatura ambiente seu percentual de infeccdo aumentou 12,5%.

Segundo Meng et al. (2008), as uvas armazenadas a baixa temperatura apresentam

uma diminuicao nos processos fisiologicos da fruta e um enfraquecimento dos patégenos,
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0 que reduz a incidéncia de apodrecimento da uva armazenada em refrigeracdo em
comparagdo com as frutas armazenadas a temperatura ambiente, corroborando com os

resultados encontrados na presente pesquisa.

Os resultados encontrados estdo de acordo com varios outros estudos que
trabalharam com gel de quitosana aplicada em diferentes tipos de frutas (BAUTISTA-
BANOS et al., 2006; ROMANAZZI et al., 2012; FELIZIANI et al., 2013; SHIEKH et
al., 2013; YOUWEI; YINZHE, 2013). Segundo Al-Qurashi e Awad (2015), o tratamento
com quitosana melhora o sistema antioxidante das uvas o que possibilita um controle
metabolico mais efetivo dos niveis de radicais livres, mantendo a integridade da

membrana celular da fruta e melhorando a resisténcia contra agentes patogénicos.

Outro mecanismo de acdo da quitosana responsavel pelo menor incidéncia de
infeccdo em frutas é relatado por Reddy et al. (2000) e Neeta et al. (2013). Segundo esses
autores, a quitosana retarda o processo de senescéncia nas frutas, com isso a resisténcia a
infeccOes de origem fungica pode ser melhorada pela retardo dessa senescéncia. Porém,
essa caracteristica da quitosana é potencializada quando este polimero encontra-se no
formato de nanoparticulas (CRUZ-ROMERO et al., 2013) e com isso é capaz de inibir
completamente o aparecimento de infec¢des visiveis na fruta, como foi o caso da amostra

CIM (refrigerado e ndo refrigerado) e da amostra 2CIM (refrigerado).

Portanto, em nosso estudo, os resultados confirmam a ideia de que as
nanoparticulas de quitosana sao efetivas em inibir o crescimento de microrganismos e em

uvas esse efeito inibidor pode ser potencializado em baixas temperaturas.

5.6 Bioatividade das coberturas comestiveis sobre o crescimento bacteriano nas uvas

As tabelas 12 e 13 mostram o resultado do estudo in vivo das diferentes
concentragfes de nanoparticulas em uvas ndo refrigeradas e refrigeradas infectadas

artificialmente pela E.coli.

As amostras controle, em ambas as temperaturas, apresentaram os valores maximo
de E.coli detectado pela técnica do NMP. Neste caso, a temperatura de armazenamento
ndo interferiu nos resultados encontrados. Porém, as amostras CIM e 2CIM, foram as

mais eficazes na inibicdo da E.coli, além disso, a temperatura de armazenamento mostrou-
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se um fator potencializador dessa inibicdo. Baixas temperaturas tém sido sugeridas como
um ponto critico no controle da contaminacéo microbiana em frutas e vegetais, inclusive
eficaz em manter a qualidade pos-colheita de uvas (JESSUP, 1992; CARTER et al.,
2015).

Tabela 12: Sobrevivéncia de E.coli (NMP/g) em uvas ndo refrigeradas (25°C) ap0s

aplicacdo de diferentes concentracdes de nanoparticulas.

TRATAMENTO  DIADE ARMAZENAMENTO

0 2 4 o 8 10 12
Controle 210 =>1100 =1100 =1100 >1100 =1100 =1100
CIM2 36.59 18,86 160 290 1100 >1100 23
CIM 9.2 3 33 75 150 460 0.2
2CIM 74 <3 1923 43 28 3 3.6

Controle: uvas sem cobertura; CIM/2: uvas cobertas com a metade da concentracdo inibitoria minima das
nanoparticulas; CIM: uvas cobertas com a concentragdo inibitéria minima das nanoparticulas; 2CIM: uvas

cobertas com duas vezes a concentracdo inibitéria minima das nanoparticulas.

Tabela 13: Sobrevivéncia de E.coli (NMP/g) em uvas refrigeradas (12°C) ap6s aplicacao

de diferentes concentragdes de nanoparticulas.

TRATAMENTO DIADE ARMAZENAMENTO

0 3 ] 0 12 15 18 21 24
Controle 1100 1100 1,100 =100 >1.100 =1.100 >1.100 =>1.100 =>1.100
CIM2 1.100 <3 43 6.2 240 <3 14 <3 <3
CIM 1.100 <3 3 93 240 36 3 <3 =3
2Cv 1.100 <3 <3 7.4 <3 <3 <3 <3 <3

Controle: uvas sem cobertura; CIM/2: uvas cobertas com a metade da concentracdo inibitoria minima das
nanoparticulas; CIM: uvas cobertas com a concentragao inibitoria minima das nanoparticulas; 2CIM: uvas

cobertas com duas vezes a concentracéo inibitéria minima das nanoparticulas.

As nanoparticulas na concentracdo CIM/2 em temperatura de refrigeragédo
obteveram os valores minimos de E coli pela téecnica do NMP nos 4 ultimos dias da
analise, mostrando melhora em relacdo a essa mesma concentracdo em temperatura

ambiente. Na concentragcdo CIM, apenas os dias 9, 12 e 15 mostraram resultados acima
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do limite minimo que é de 3NMP/g, enquanto que em temperatura ambiente todos os dias
apresentaram valores acima desse limite minimo, com excecéo do dia 2. Um declinio na
populagéo de E.coli depois da inoculagdo e em armazenamento a baixas temperaturas
também foi observado em alfaces (THEOFEL; HARRIS, 2009) e em aipo (VANDAMM
etal., 2013).

Na presente pesquisa, o melhor resultado foi encontrado para as uvas em
temperatura de refrigeracdo e cobertas com nanoparticulas na concentragdo 2CIM. Em
todos os 24 dias de analise essas uvas apresentaram resultados semelhantes ao limite
minimo da técnica do NMP, apenas nos dias 0 e 9 encontrou-se valores acima desse
limite. A concentracdo 2CIM assemelha-se a concentracdo bactericida minima
determinada na atividade antimicrobiana para E.coli e, portanto os resultados in vitro

estdo de acordo com a nossa analise in vivo.

Aquino et al. (2015), analisando goiabas com e sem cobertura de quitosana
enriquecida com Oleo essencial de Lippia gracilis encontrou valores <3NMP/g durante
0s 10 dias do estudo. Resultados semelhantes foram encontrados em nosso trabalho para
uvas cobertas com nanoparticulas na concentracdo 2CIM e armazenadas sobre
refrigeragdo. Contudo, a cobertura analisada em nosso estudo mostrou-se mais eficaz pois
as uvas foram infectadas antes da aplicacdo da substancia teste e obtiveram resultados
semelhantes em relacdo as goiabas estudadas por Aquino et al. (2015) que ndo foram

infectadas previamente com E.coli.

A melhor acdo antimicrobiana das coberturas comestiveis com nanoparticulas em
relacdo ao uso da quitosana em gel, reafirma o preconizado por Cruz-Romero et al.
(2013), de que as nanoparticulas de quitosana apresentam atividade antimicrobiana
intensificada, porque o seu pequeno tamanho possibilita a entrada da quitosana mais
facilmente na célula microbiana, combinando-se com o DNA, inibindo a sintese de
RNAmM e a transcricdo do DNA, promovendo distirbios no metabolismo celular que sdo

capazes de levar a morte do microrganismo.

Ainda em relacdo as diferencas da agdo antimicrobiana das coberturas, estudos
prévios mostram que 0 modo de acdo antimicrobiano e a interacdo entre as coberturas e
0s compostos antimicrobianos influenciam a efetividade das coberturas comestiveis
(BROWN, 1984; APPENDINIT; HOTCHKISS, 2002). Segundo KIM et al. (2014), a

aplicacdo do inoculo na fruta antes da cobertura comestivel, método adotado em nosso
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estudo, simula uma situacao onde as bactérias contaminam as uvas antes da aplicacéo da
substancia antimicrobiana e portanto a cobertura aplicada posteriormente produz um
ambiente com baixa concentracdo de oxigénio para as células microbianas, agindo como
uma barreira. No caso do gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas, a inibicdo
patogénica ocorre devido a atividade antimicrobiana intensificada das nanoparticulas de
quitosana e a atmosfera modificada criada pela cobertura do gel + nanoparticulas, capaz

de suprimir a concentracdo de oxigénio disponivel para o microrganismo.

Os resultados encontrados para Salmonella spp. estdo presentes na figura 11. A
amostra CIM/2, apresentou resultados semelhantes ao encontrado nas uvas controles nos
2 primeiros dias. Nos dias seguintes os resultados aproximam-se dos valores encontrados
para as outras concentracBes de nanoparticulas, mostrando um inicio lento na acdo

antimicrobiana da concentragdo CIM/2 contra Salmonella spp. em uvas ndo refrigeradas.

No armazenamento a temperatura ambiente, foi observado também que ao final
do periodo de analise ocorreu um intenso crescimento fangico nas uvas, culminando com

a fermentacdo dessa fruta e a auséncia do microrganismo estudado no 12° dia de analise.

Segundo Lopez-Velasco et al. (2012), a microflora da préopria uva pode
antagonizar com as células do patégeno inoculado. Isso ocorre devido a competicdo por
nutriente e espaco entre 0os microrganismos presentes (SIM et al., 2013). Esse efeito
antagdnico observado em nosso estudo, também foi visto apds apenas 4 dias em uvas
armazenadas a temperatura ambiente e cobertas com cera de carnalba cujo crescimento
fangico inibiu o desenvolvimento de Salmonella spp. e E.coli (KIM et al., 2014).
Resultado semelhante foi encontrado por Lopez-Velasco et al. (2012), em folhas de
espinafre.

Nas uvas armazenadas em refrigeracdo, ndo foi observado crescimento flngico
durante o periodo de 24 dias de andlise, mostrando a importancia da temperatura em
controlar o desenvolvimento da microflora da fruta. Ma et al. (2016), ndo observou
crescimento de Salmonella spp. a 4°C, estando de acordo com o preconizado pela FDA
(2001) que diz que a temperatura minima de crescimento da Salmonella spp. € em torno
de 4-5°C. Em nosso estudo a temperatura de refrigeracdo ndo foi capaz de inibir
completamente o crescimento desta bactéria, no entanto, nos 4 Gltimos dias de anélise
houve uma diminuicdo no crescimento da Salmonella spp. nas uvas com tratamento,

apresentando 0s menores valores encontrados durante a pesquisa.
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As coberturas comestiveis a base de nanoparticulas de quitosana analisadas em
nosso estudo foram capazes de inibir o crescimento das bactérias estudadas possibilitando
sua aplicagdo como antimicrobiano em uvas. A Salmonella spp. e a E.coli representam
um subgrupo de bactérias patogénicas que podem causar doencas em humanos (CARTER
et al., 2015) e por isso a necessidade de medidas de controle e prevencdo desses

microrganismos.

Figura 11: Sobrevivéncia de Salmonella spp. em uvas néo refrigeradas (A) e refrigeradas

(B) apos aplicagdo de diferentes concentragdes de nanoparticulas.
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5.7 Analise sensorial

As uvas cobertas com nanoparticulas nas concentracdes CIM/2, CIM e 2CIM e as
uvas controle foram submetidas, 3 dias ap0s a aplicacdo das coberturas, aos testes de
aceitacéo, intengéo de compra e ordenacao-preferéncia por 100 avaliadores ndo treinados.

As frutas com e sem nanoparticulas ndo apresentaram diferenga significativa (p >
0,05) para os atributos avaliados, com excecdo da aparéncia e do aroma (Tabela 14). A
amostra 2CIM foi a mais preferida no atributo de aparéncia, diferindo significativamente
do controle (p < 0,05), mas sem diferenca significativa (p > 0,05) das outras amostras
com nanoparticulas. O controle foi a amostra que apresentou um maior excesso de

amadurecimento e com isso interferiu nas notas atribuidas para esse atributo.

O contrério foi observado em relagdo ao aroma. O controle apresentou diferencas
significativas (p < 0,05) quando comparado com o 2CIM, mas sem diferencas
significativas (p > 0,05) em relacdo as outras amostras. Isso ocorre devido ao aroma de
acido acético usado na dissolucdo da quitosana (DEBLIEGUERE et al., 2004; VARGAS
et al., 2006), no entanto, quando a avaliacdo é feita 3 dias ap0s a aplicacdo da cobertura
hd uma diminuicdo na percepcdo desse aroma, devido a evaporacdo desse acido
(VELICKOVA et al., 2013). Portanto, as nanoparticulas ndo foram responsaveis pela
menor aceitacdo do aroma das uvas 2CIM, porque nas demais uvas com nanoparticulas
(CIM/2 e CIM), ndo houve diferencas significativas (p > 0,05) entre elas e o controle e

entre elas e a 2CIM.

As médias obtidas para a aparéncia, cor, firmeza, sabor e avaliacdo global
encontram-se entre 7 e 8, ou seja, os avaliadores referiram “gostar moderadamente” e
“gostar muito” das amostras avaliadas. Para o aroma e sabor residual a média ficou em
torno de 6 o que significa que para esse atributo os provadores “gostaram ligeiramente”

das uvas.

O teste de preferéncia mostrou que 33% dos provadores preferiram a amostra
controle, seguido por 25% que preferiram a amostra 2CIM, 24% a amostra CIM/2 e 18%
a amostra CIM. Segundo Luckow & Delahunt (2004) e Ellendersen et al. (2012), a
preferéncia estar relacionada ao sabor e aroma que os alimentos apresentam. Como
vimos, no teste de aceitacdo o controle obteve as maiores notas para o0 aroma 0 que

impactou sobre a escolha dessa amostra como a mais preferida.
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Apesar da amostra controle ser a preferida para 33% dos provadores, esses
resultados ndo interferiam nas médias obtidas para o teste de intencéo de compra. Neste
teste, verificou-se que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre as amostras, e
(controle:4.01+1.02, CIM/2:3.94+1.01, CIM:3.96+1.05,

2CIM:3.98+£0,94) revelaram valores proximos a 4, mostrando que o0s provadores

as notas atribuidas
“possivelmente comprariam” as uvas controle e as uvas com nanoparticulas de quitosana,
corroborando com os resultados encontrados no teste de aceitagdo e, portanto,
viabilizando do ponto de vista sensorial a utilizacdo da cobertura comestivel a nivel

comercial.

Tabela 14 — Efeito das coberturas comestiveis nos atributos sensoriais das uvas
refrigeradas (12°C).

Atributos Controle CIM/2 CIM 2CIM

Aparéncia 7,55 (x1,35° 7,80 (x1,27)® 7,98(£0,93)® 8,02 (x0,98)"
Cor 7,79 (+1,33) 785(x1,17)® 810(+0,88)% 7,94 (+1,00)2
Aroma 6,62 (£1,48)% 6,26 (x152)* 6,27 (x1,44)%® 6,13 (x1,61)"
Firmeza 755 (x1,44)* 7731 (£1,69)? 7,24(x1,60)% 7,19 (+1,58)2
Sabor 721 (x1,75)% 7,61 (x1,34)® 7,37(x158)% 7,25 (+1,69)2

Sabor residual

Avaliacdo
Global

6,78 (+ 1,72)°

7,51 (¢ 1,40)2

6,81 (+ 1,66)°

7,33 (2 1,37)®

6,85 (+ 1,70)2

746 (+ 1,25)2

6,99 (+ 1,67)2

7,50 (+ 1,24)2

b Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de

tukey.
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Consideracoes finals
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacdo das quitosanas fungicas utilizadas no estudo mostrou que ambas
apresentam um baixo peso molecular, um grau de desacetilacdo de acordo com o
preconizado pela literatura e um infravermelho caracteristico desse polimero. Tais
aspectos permitiram a aplicacdo dessas quitosanas para producédo de cobertura comestivel

tendo como base o gel e nanoparticulas de quitosana fungica.

As nanoparticulas de quitosana produzidas apresentaram tamanho e forma
compativeis com a defini¢do dessas particulas. As nanoparticulas com tratamento térmico
apresentaram tamanho homogéneo, esférico e sem formacéo de agregados e, portanto, foi
a escolhida para os demais experimentos. Essas nanoparticulas mostraram uma melhora
da atividade antimicrobiana in vitro quando comparada ao gel de quitosana e tiveram
excelentes resultados em relacdo ao teste de toxicidade realizado, permitindo sua

aplicacdo em alimentos.

As coberturas comestiveis produzidas, gel e nanoparticulas de quitosana nas
concentragbes CIM/2, CIM e 2xCIM, atuaram como barreira a perda de umidade e de
peso, mantiveram o teor de sélidos sollveis e aclcar redutor nos niveis mais baixos,
preservaram a cor, antocianina, pH e acidez titulavel da fruta e reduziram o percentual de
infeccdo visivel, favorecendo dessa forma a conservacdo das uvas, e sem interferéncia

nas suas caracteristicas organolépticas.

As uvas armazenadas a temperatura ambiente e de refrigeracdo, tratadas com as
coberturas comestiveis de gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas, apresentaram
0s menores valores na contagem de bactérias patogénicas de origem alimentar, o que
mostra a potencializagdo e efetividade antimicrobiana das nanoparticulas presentes na

cobertura comestivel produzida.

Portanto, com base nos resultados encontrados, as coberturas comestiveis com
nanoparticulas de quitosana microbiologica podem ser usadas como uma alternativa

promissora para melhora da qualidade p6s-colheita de uvas.
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estd sob a orientacdo da professora Thayza Christina Montenegro Stamford (Rua Prof.
Artur de Sa s/n — Cidade Universitaria. CEP: 50.740-521. E-mail:
thayzastamford@yahoo.com.br Telefone: (81) 2126-8583) e co-orientacdo da professora
Thatiana Montenegro Stamford Arnaud (Rua Prof. Artur de S& s/n — Cidade
Universitaria. CEP: 50.740-521. E-mail: thatianaarnaud@hotmail.com Telefone: (81)
2126-8583).

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o/a senhor/a ndo
entenda. Caso haja alguma duvida, pergunte a pessoa a quem esta Ihe entrevistando, para
que o/a senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apos ser
esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar a fazer parte do estudo,
rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é
sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, o (a) Sr.(a) ndo sera
penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a) Senhor (a) tem o direito
de retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer
penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Esse projeto de pesquisa pretende definir uma técnica alternativa para a
conservacao de frutos utilizando um gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas,
proporcionando a obtencdo de um produto com uma maior durabilidade e qualidade.

A anélise sensorial tera duracdo em torno de 10 minutos por voluntario. No teste
de aceitagdo, o provador deverd provar cada amostra e atribuir uma pontuacdo 1 a 9
pontos (1= desgostei extremamente, 9= gostei extremamente) e no teste de intencdo de
compra atribuir uma pontuacéo de 1 a 5 pontos (1 = certamente eu ndo compraria, 5 =
certamente compraria). Os dados deverdo ser preenchidos em formulario disponibilizado
pelo pesquisador. As amostras serdo acompanhadas de copo com agua para ser utilizado
pelo provador entre cada prova das frutas para limpeza das papilas gustativas. Os atributos
avaliados serdo a aparéncia, 0 aroma, o sabor, a textura e impressao global.

Em relacdo aos riscos da pesquisa, podem ser citados os inerentes a possivel
contaminacgéo da fruta que serdo minimizados adotando-se procedimentos seguros para
manipulacdo e armazenamento dos alimentos conforme recomendacdo da legislacdo
sanitaria (RDC n°216/2004).
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Como beneficio, 0 uso do gel de quitosana enriquecido com as nanoparticulas de
quitosana projeta-se como uma alternativa para conservacdo da cor, aroma, textura e
integridade dos frutos, diminuindo os custos com a deterioracdo desses alimentos pela
industria e consequentemente diminuindo o preco final desse produto.

A quitosana é um nome cientifico dado a uma fibra natural (polissacarideo)
originada da carapaca de crustaceos (camardo, lagosta ou caranguejo) ou da parede das
células de fungos. Esse polissacarideo distingue-se dos demais devido a sua capacidade
de participar positivamente de reacdes bioldgicas especificas no corpo humano, é
decomposto pelo corpo humano assim como pelo meio ambiente, sem causar qualquer
tipo de efeito toxico aquele individuo que entra em contato com a quitosana.

Em frutas, sua utilizagdo tem como objetivo evitar a contaminacdo desses
alimentos, além de manter e prolongar a qualidade dos frutos. A quitosana pode ser
aplicada em diferentes formas, como por exemplo no formato de nanoparticulas, o que
potencializa suas caracteristicas prolongando a manutencao da qualidade desses frutos.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacgdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participacdo. Os
formularios preenchidos que serdo coletados nessa pesquisa ficardo armazenados em CD-
ROM, sob responsabilidade do pesquisador principal, Natalia Ferrdo Castelo Branco
Melo (Av. Cons. Rosa e Silva, 327, Apt.101, Aflitos. CEP: 52020220. pelo periodo de 5
anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar da pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em caso
de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo
judicial ou extra-judicial.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Pesquisador: Natalia Ferrdo Castelo Branco Melo

CONSENTIMENTO DA PARTICIPA(;AO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO
Eu, )

RG: e CPF: , abaixo assinado,
concordo em participar do “Bioatividade da associagdo de gel e nanoparticulas de
quitosana na conservacdo de uvas (Vitis Labrusca L.)’’, como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes
de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data
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Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0

aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE B - Ficha de Aceitabilidade, Intencdo de compra e preferéncia

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO
POS-GRADUACAO EM NUTRICAO

TESTE DE ACEITACAO, INTENCAO DE COMPRA E PREFERENCIA

Nome: Idade: e-mail:

Fone: Escolaridade: Data:

Vocé estd recebendo 4 amostras codificadas de uva ‘rubi’. Avalie sensorialmente as
amostras e confira nota aos atributos analisados de acordo com a escala abaixo. Lembre-
se de colocar os codigos das amostras acima das notas conferidas. Recomenda-se fazer
uso da bolacha e da 4dgua, antes de cada avaliago.

9. gostei muitissimo ATRIBUTOS AMOSTRAS (Cédi DS)
8- gostei muito

7- gostei moderadamente Aparéncia

6- gostei ligeiramente Cor

5- nem gostei/nem desgostei Aroma

4- desgostei ligeiramente Firmeza

3- desgostei moderadamente Sabor

2- desgostei muito Sabor residual

1- desgostei muitissimo Avaliagfio global

Qual seria sua intengfo de compra ao encontrar essas uvas no mercado?

5- certamente compraria = -
4- possivelmente compraria ATRIBUTOS AMOSTRAS (Cédigos)
3- talvez comprasse / talvez nédo
2- possivelmente nfio compraria
1- jamais comparia I: Intengfio de compra

Agora ordene as amostras na ordem decrescente de preferéncia global.

Mais Menos
preferida . | preferida
Posto 5 2 3 4°
Cédigo |
Comentarios:

OBRIGADA!
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RESUMO

Coberturas comestiveis sdo consideradas uma alternativa promissora para melhora da
qualidade pos-colheita de frutas. A presente pesquisa tem como objetivo avaliar a
citotoxicidade e atividade antimicrobiana de cobertura comestivel a base de
nanoparticulas de quitosana aplicada em uvas. A citotoxicidade foi analisada através da
presenca de sinais vasculares (hemorragia, vasoconstric¢do e coagulacdo) na membrana
coriolantéide do ovo de galinha utilizando o teste HET-CAM. A atividade antimicrobiana
foi realizada in vitro contra bactérias patogénicas de origem alimentar e foi feita a
comparacao dos resultados do gel, nanoparticulas e gel enriquecido com nanoparticulas.
As nanoparticulas produzidas foram dispersas nas concentragdes CIM/2, CIM e 2CIM no
gel de quitosana para formacdo de cobertura comestivel para o controle de Salmonella
spp. e E.coli em uvas pés-colheita. Os resultados mostraram que as nanoparticulas de
quitosana ndo sdo irritantes pelo teste do HET-CAM e apresentaram uma melhor
atividade antimicrobiana comparada com o gel de quitosana. As nanoparticulas diluidas
no gel, apresentaram-se mais bem dispersas e capazes de formar uma cobertura
comestivel em uvas. Com aumento da concentracdo das nanoparticulas na cobertura, foi
observado diminuig¢do na contagem de E.coli e Salmonella spp. Os resultados encontrados
sugerem que as nanoparticulas de quitosana podem ser usadas para melhorar a seguranca

microbioldgica de uvas pds-colheita.

Palavras-chaves: nanoparticulas de quitosana microbiolégica, HET-CAM, cobertura

comestivel, Salmonella spp., E.coli.
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1. Introducéo

A quitosana € um heteropolimero natural formado por unidades glucosaminas e
N-acetilglucosamina, obtido a partir da parede celular de fungos ou através da
desacetilacdo da quitina extraida do exoesqueleto de crustaceos (Muzzarelli et al., 2012).
Apresenta diferentes caracteristicas que a distingue dos demais polissacarideos:
bioatividade, biodegradabilidade, biocompatibilidade e potencialidade antimicrobiana
(Costa Silva, 2006; Dias et al., 2013).

Sua atividade antimicrobiana tem sido comprovada contra varias bactérias e
fungos, possuindo um alto poder bactericida contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas, a0 mesmo tempo em que apresenta baixa toxicidade para as células de

mamiferos (Kong et al., 2010).

A conhecida acdo antimicrobiana da quitosana pode ser intensificada quando esse
polimero encontra-se no formato de nanoparticulas, devido a sua elevada area superficial
e a sua densidade de carga que interage efetivamente com as cargas negativas da
superficie das células bacterianas (Shi et al., 2006).

Devido a sua atividade antimicrobiana, a quitosana tem atraido aten¢cdo como um
potencial conservante natural (Prashanth & Tharanathan, 2007). Coberturas de quitosana
misturadas com outros compostos bioativos tem mostrado resultados promissores na
inibicdo do crescimento e sobrevivéncia de microrganismos em alimentos (Chien et al.,
2002).

As coberturas de quitosana podem ser empregadas efetivamente para o controle
da deterioracdo de frutos, pois estes sdo organismos Vivos que apresentam intenso
metabolismo e consequentemente alta probabilidade de deterioracdo (Jianglian &
Shaoying, 2013). As uvas destacam-se como uma das frutas mais economicamente
importantes, com uma producdo anual em torno de 69 milhdes de toneladas (Nowshehri
et al., 2015). Assim como outros produtos naturais, as uvas sdo vulneraveis a
contaminag&do esporadica com patdgenos alimentares, direta ou indiretamente, através de
animais do solo, 4gua ou contaminag&o cruzada atraves da manipulacdo humana (Pinto
et al., 2006). Um tratamento que melhore a qualidade global e seguranca microbiolégica
contra 0s agentes patogénicos de origem alimentar € um dos maiores interesses dos

produtores, distribuidores e consumidores de frutas (Serrano et al., 2006).
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Portanto, frente a reconhecida agdo antimicrobiana da quitosana e sua
intensificacdo quando este polimero encontra-se na forma de nanoparticulas, a presente
pesquisa tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de
quitosana microbioldgica contra bactérias alimentares presentes no armazenamento pés-

colheita de uvas.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

As uvas (Vitis Labrusca L.) foram adquiridos da CEASA/PE (Centro de
Abastecimento e Logistica de Pernambuco) e selecionadas de acordo com o tamanho, cor,

auséncia de infecgdes visiveis e estagio de maturacao.

As quitosanas (Kiofine® e Kionutrime®) foram fornecida pela empresa Kitozyme
e ambas foram extraidas do Aspergillus niger. Todas as outras substancias utilizadas
foram obtidas através de fontes comerciais.

As cepas testes utilizadas na atividade antimicrobiana pertencem ao banco de

cultura da Universidade Federal de Pernambuco/ Departamento de nutricao.

2.2 Caracterizacdo das quitosanas fungicas

As quitosanas (Kiofine-B® e Kionutrime®) foram caracterizadas
individualmente. O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana foi determinado por
Ressonancia Magnética Nuclear (Varian Unity Plus em 3000MHz), segundo metodologia
descrita por Signini et al. (2000). A analise foi feita em uma temperatura de 50 °C, tempo
de relaxacéo de 6 segundos e pulso de 90° (Signini & Campana-Filho, 1998).

O peso molecular (PM) foi determinado por medida de viscosidade, segundo a
metodologia proposta por Santos et al. (2003), utilizando um capilar de vidro tipo
Cannon-Fenske (dinterno= 1,01mm) termostatizado a (25+ 0,01)°C, em um viscosimetro
AVS-350 da Schott-Geréte.
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2.3 Preparacdo e caracterizacdo das nanoparticulas de quitosana

As nanoparticulas de quitosana foram produzidas a partir da quitosana fungica

Kiofine-B®, seguindo 0 método de gelificacdo idnica descrito por Calvo et al. (1997).

Inicialmente 0,5g de quitosana de baixo peso molecular foi dissolvido em 50ml
de &cido acético a 2% em agitagdo durante 30 minutos. Depois, 20ml de tripolifosfato de
sodio (TPP) a 1% foi adicionado a solucdo de quitosana por gotejamento através de uma

bomba peristaltica (0,3ml/min).

Depois do gotejamento a solucdo foi mantida sob agitacdo durante 2h. Em
seguida, a solucdo foi transferida para eppendorfs e centrifugada durante 10min em uma
velocidade de 13.400rpm. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi
acrescentado 4agua destilada para a lavagem com posterior centrifugacdo

(13.400rpm/5min). O processo de lavagem foi repetido 5 vezes.

Posteriormente, as nanoparticulas foram ressuspensas em agua destilada e foi
realizado um tratamento térmico (30min/50°C/900rpm) para individualizacdo e
restruturacdo das particulas, segundo o método descrito por Bugnicourt et al. (2014).Por
fim, as nanoparticulas de quitosana foram liofilizadas para a sua utilizagdo nos demais
experimentos. As nanoparticulas sem tratamento térmico foram utilizadas apenas no
processo de caracterizacdo para comparagcdo com as nanoparticulas com tratamento

térmico.

O tamanho das particulas foi determinado através da técnica do Espalhamento
Dindmico de Luz (DLS) utilizando o Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK). A anélise foi
operada em um comprimento de onda de 633nm, a 25°C com um angulo de deteccéo de
90°C. A morfologia das nanoparticulas com e sem tratamento térmico foi observada
utilizando a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV-QUANTA 200FEG).

2.4 Comparacdo da atividade antimicrobiana do gel, das nanoparticulas e do gel

enriquecido com nanoparticulas de quitosana

A atividade antimicrobiana foi realizada separadamente para as nanoparticulas de

quitosana, gel de quitosana e gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas, frente a
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bactérias patogénicas de origem alimentar (Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Escherichia coli).

A quitosana foi diluida em &cido acético 1%, sendo o pH ajustado para 5,8 para
obtencgéo da solugdo mae (20mg/ml*) que deu origem ao gel de quitosana (Shigemasa e
Minami, 1996). As nanoparticulas foram diluida em &gua destilada e no gel de quitosana

ambas na concentragdo de 20mg/ml=.

As concentra¢Ges minimas inibitorias (CIM) e minimas bactericidas (CBM) foram
determinadas pelo teste de microdiluicdo seriada em microplacas de 96 pocos. As
bactérias testadas foram cultivadas em Caldo Infusdo de Cérebro Coragdo (BHI) por 24h,

a 37°C e em seguida padronizado o in6culo a 108 UFC/ml (Alves et al., 2008).

Para determinacdo do CIM foi inserido, em cada um dos pocos, a substancia teste
cuja concentracgdo variou de 0 a 0,6mg/mL, em seguida foi adicionado o meio BHI e o
indculo de cada bactérias, cujo volume final de cada pogo foi de 100uL.

A placa foi incubada a 37°C por 24h, depois foi adicionado 30uL de resazurina
em cada poc¢o e incubada novamente a 37°C por 1h. A resazurina é um composto
indicador de 6xido-reducdo de cor azul que, na presenca de células viaveis, é oxidado a
resofurina, substancia de coloracdo vermelha (Palomino et al., 2002). Portanto, a
coloracdo azul indica auséncia de crescimento bacteriano enquanto que as variacdes de
rosa e roxo indicam a presenca de células viaveis para crescimento.

Depois de 1h da aplicacdo da resazurina foi feita a analise da mudanca da cor e
determinacdo da CIM, considerado a primeira concentragdo antes da concentracao que
houve crescimento visivel.

Para o controle de esterilidade foram adicionados separadamente 100uL do meio
e 100uL da substancia teste e para o controle de crescimento 80uL do meio + 20uL do
indculo. O ensaio foi realizado em triplicata, dois pocos para o CIM pelo uso da resazurina
e um para o CBM.

Apos a determinacdo do CIM, a primeira concentragdo que ndo houve crescimento
visivel e duas imediatamente acima, foram cultivadas em placas de petri contendo agar
BHI para determinagdo do CBM. Foram transferidos 20uL das cavidades da microplaca
(sem resazurina) para as placas de petri e estas foram incubadas a 37°C por 48h. A
determinacdo da CBM corresponde a menor concentragcdo a partir da qual ndo foi

observado crescimento microbiano apds cultivo (Fernandes et al., 2008).
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2.5 Teste de citotoxicidade pelo método da membrana coriolantdide do ovo de
galinha (HET-CAM)

O teste do HET-CAM foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Steiling et al. (1999). Foi testado as nanoparticulas de quitosana diluidas em &gua
destilada e o gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas na maior concentragdo
(2CIM) que foi utilizado nas analises nas uvas.

O teste foi feito no décimo dia de incubacdo do ovo. Inicialmente, o reservatorio
acima do espaco aéreo do ovo foi removido. A membrana corioalantéide do ovo foi
exposta e umedecida com salina fisiologica a 0,9%. Uma aliquota de 200uL das
substancias testadas foram aplicada na membrana corioalantéide do ovo.

As membranas foram observadas por 5 minutos afim de identificar sinais de
vasoconstriccdo, hemorragia e coagulacdo. O tempo (em segundos) que cada um dos
sinais iniciou foi aplicado na Equacdo 1, para determinar o indice de irritacdo (Vargas et
al., 2007).

[(301 — haemorrhage) x 5]+ [(303 — lysis) x 7] + [(301 — coagulation) x 9]
300 (Eq. 1)

O indice de irritacdo pode ser avaliado de acordo com os valores a seguir: 0.0-0.9,

IS=

sem irritacdo; 1.0-4.9, leve irritacdo; 5.0-8.9, irritacdo moderada; e 9.0-21.0, grave
irritacdo (Steiling et al. 1999). Todos os ensaios foram repetidos 5 vezes para cada

amostra.

2.6 Bioatividade das coberturas comestiveis sobre o crescimento bacteriano nas uvas

As uvas foram higienizadas com hipoclorito de sodio (1% v/v) por 15min, lavados
com agua potavel e deixados para secar por 2 horas. Depois, foram imersas na solucéo do
indculo bacteriano (E.coli e Salmonella spp. -108UFC/ml) sob agitacdo durante 1minuto
(Santos et al., 2012; Vasconcelos de Oliveira et al., 2014; Kim et al., 2014). Em seguida,
as uvas foram imersas durante 3 minutos no gel de quitosana enriquecido com
nanoparticulas nas concentragdes CIM/2, CIM e 2CIM. Um grupo de uvas foi imerso
apenas na solucéo do indculo (amostra controle).

A infeccdo bacteriana causada nas uvas foi realizada separadamente para E.coli

e Salmonella spp. A escolha dessas espécies de bactérias foi de acordo com a legislagcéo
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RDC 212, que preconiza que em uvas sejam analisadas esses tipos de bactérias (Brasil,
2001).

O crescimento bacteriano nas uvas foi analisando ao longo de 24 e 12 dias, nas
uvas refrigeradas (12°C) e néo refrigeradas (25°C), respectivamente. A determinacédo de
coliformes termotolerantes foi feita através do Método do Numero Mais Provavel (NMP)
presente no Bacteriological Analytical Manual (FDA 2010) e os resultados expressos em
NMP/g. A contagem de Salmonella spp. foi realizada através da contagem em placas,
adaptado do método do BAM/FDA.

3. Resultados/Discussao
3.1 Caracterizagao das quitosana

Os GD das quitosanas utilizadas para formacgdo do gel e das nanoparticulas foi,
86% e 89,5%, respectivamente. Segundo Shimahara et al. (1989), o GD de quitosana de
origem microbiologica encontra-se entre 78 — 91%, condizente com os resultados

encontrados em nosso estudo.

No presente trabalho, as quitosanas microbioldgicas utilizadas sdo provenientes
do Aspergillus niger, e segundo Logesh et al. (2012,) esse fungo é um microrganismo
promissor na producdo desse polimero. Apesar das duas quitosanas utilizadas serem
provenientes do mesmo fungo, foi encontrado pequenas diferencas nos seus GD. 1sso
pode ser explicado por distintas condi¢cdes de cultivo do microrganismo o que pode

influenciar na producdo deste polimero (Logesh et al., 2012).

Cai et al. (2006) fez a extracdo da quitosana do Aspergillus niger através do
método quimico e enzimatico e encontrou valores de grau de desacetilacéo (76,8 e 73,6%)
inferiores ao encontrado no trabalho atual. Quitosanas com maior grau de desacetilacdo
apresentam maior solubilidade e densidade de carga, ou seja, maior sua agéo

antimicrobiana (Sekiguchi et al., 1994).

Os métodos de extracdo também influenciam sobre o PM da quitosana. Foi
encontrado um PM de 4, 35 x 10* e 4 x 10° para as quitosanas usadas nas nanoparticulas
e no gel, respectivamente, caracterizando-a de baixo peso molecular. Essa € uma

importante caracteristica para utilizacdo da quitosana em coberturas para frutas, porque a
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quitosana com uma baixa massa molar pode reduzir a resisténcia a tracdo ao longo da
pelicula de cobertura sem aumentar a permeabilidade (Pochavanich & Suntornsuk, 2002).
Além disso, a mobilidade, atracdo e interacdo i6nica de pequenas cadeias ocorre mais
facilmente do que cadeias grandes, ou seja, a quitosana de baixo peso liga-se mais

efetivamente a membrana superficial dos microrganismos (Kumar et al., 2005).

3.2 Caracterizacao das nanoparticulas de quitosana

Segundo o DLS, as nanoparticulas de quitosana apresentaram diametro médio de
139,1 (£ 14,74) e 101,7nm (x 5,05) para as particulas sem e com tratamento térmico,
respectivamente. Resultados semelhantes as nanoparticulas sem tratamento térmico foi
encontrado por Fan et al., (2012), Rampino et al. (2013) e Yang et al. (2010).

As nanoparticulas com tratamento térmico apresentaram um diametro médio
inferior as particulas sem tratamento e semelhante ao descrito por Ramezani et al. (2015),
que ao produzir nanoparticulas de quitosana para conservacao de filés de peixe obteve
um didmetro médio de 108,6nm.

As diferencas de tamanho e morfologia entre as particulas pode ser observado na
MEV (Fig. 1). As nanoparticulas com tratamento térmico (Fig. 1B) mostram-se mais
homogéneas, circulares e menores em relacdo ao grupo sem tratamento térmico. No outro
grupo, observa-se particulas com formato ndo esférico, tamanhos bastante diversos,
formacdo de agregados e presenca de residuos de quitosana (Fig. 1A).

A MEV confirma o que Bugnicourt et al. (2014) preconiza em relacdo ao
tratamento térmico empregado nas nanoparticulas, que esse processo serve para reduzir
os agregados e com isso individualizar as particulas. Isso ocorre devido a restruturacdo
das cadeias de quitosana que com o aumento da temperatura, o efeito hidrofobico entre
as cadeias pode ser predominante e as cadeias poliméricas podem colapsar na superficie
das nanoparticulas.

Atualmente, sabe-se que particulas com tamanho menor que 80nm permite sua
penetracdo em tecidos através de finos capilares, o que viabiliza sua utilizagdo na &rea
farmacéutica (Gan et al., 2005). Contudo, na area de alimentos essa caracteristica ndo é
desejavel.

No presente trabalho, a utilizacdo das nanoparticulas tem funcdo apenas

antimicrobiana com a intencéo de preservacgéo das uvas sem causar danos ou acumulo ao
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organismo humano. Portanto, foi escolhido para a utilizacdo nos demais experimentos as
nanoparticulas com tratamento térmico, apresentaram tamanho homogéneo, acima de
80nm, e que de acordo com a microscopia apresentaram morfologia esférica e estrutura

compacta.

3.4 Atividade antimicrobiana in vitro

Os resultados do CIM e CBM encontram-se nas tabelas 1 e 2, respectivamente. O
gel de quitosana apresentou os melhores resultados para E.coli, Pseudomonas aeruginosa
e S.aureus e os maiores valores de CIM e CBM para a Salmonella spp. e L.
monocytogenes.

Alguns autores relatam que a quitosana possui um maior efeito antimicrobiano
contra bactérias gram-positivas, do que gram-negativas, devido a membrana externa que
serve como uma barreira protetora para célula gram-negativa (No et al., 2002; Zhong et
al., 2008). Contudo, outros estudos referem que a acdo antimicrobiana da quitosana é
maior contra bactérias gram-negativas, por causa sua maior densidade de carga negativa,
que liga-se as cargas positivas da quitosana, causando vazamento do material intracelular
e portanto, maior efeito inibitorio (Chung et al., 2004).

Em nosso trabalho, o gel de quitosana obteve o menor CIM e CBM (3mg/ml) para
bactérias gram-negativas, porém a Salmonella spp. que também faz parte desse grupo de
bactérias obteve um dos maiores valores de CIM e CBM (6mg/ml). Esses resultados estdo
de acordo com o preconizado por Devlieghere et al. (2004), que relata que a agéo
antimicrobiana da quitosana depende também de outros fatores como a cepa utilizada e a
espécie analisada. Segundo Goy et al., (2009), em ambos o0s tipos de bactérias, a quitosana
parece agir diferentemente, mas nos dois casos ela age satisfatoriamente.

Apesar de bastante documentado na literatura a agdo antimicrobiana do gel de
quitosana, as propriedades antimicrobianas das nanoparticulas ainda sdo limitadas
(Moritz et al., 2013). Os resultados encontrados mostram uma melhora na acdo
antimicrobiana da nanoparticulas quando comparado ao gel. Em relacdo ao gel, houve
uma diminuicao nos CIM da Salmonella spp., S.aureus e L. monocytogenes e no CBM da
E.coli. Qi et al. (2004), também obteve resultados melhores com as nanoparticulas para a

E.coli., S. aureus e Salmonella spp., do que com o gel de quitosana.

Essa melhora da atividade antimicrobiana deve-se a maior area superficial e

densidade de carga das nanoparticulas de quitosana, pois hd uma maior interacdo dessas
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particulas com a célula bacteriana, o que causa vazamento de componentes intracelulares,
ocasionando a morte do microrganismo (Qi et al., 2004; Shi et al., 2006; Barani et al.,
2012).

O S. aureus apresentou um CIM (2,0mg/ml) melhor que o encontrado por
Madureira et al. (2015), quando produziu nanoparticulas de quitosana de alto peso
molecular (2,5mg/ml). Para a E.coli foi encontrado um CBM (3,0mg/ml) ligeiramente
inferior ao de Madureira et al. (2015) (2,8mg/ml). Contudo, segundo Devlieghere et al.
(2004), comparar os valores de CIM e CBM de diferentes estudos € dificil, por causa da
possibilidade de diferencas nas caracteristicas da quitosana utilizada, na temperatura de

incubacdo, pH, solvente, cepa e espécies analisadas.

Com relacéo ao gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas, percebemos que
a melhora na agdo antimicrobiana ocorreu em quase todas as bactérias, com excecao
apenas da Salmonella spp., cujos valores de CIM e CBM mantiveram-se iguais aos

determinados para as nanoparticulas sozinhas.

No gel de quitosana as nanoparticulas apresentam-se mais dispersas e segundo
Lee et al. (2010) as nanoparticulas quando bem dispersas na solugdo sdo mais
eficientemente transportadas para a parede celular da bactéria causando disturbios e

levando a uma maior atividade antimicrobiana.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, uma cobertura mais homogénea é
desejavel, pois fornece uma protecdo mais efetiva entre a fruta e o ambiente externo
(Tezotto-Uliana et al., 2014), como consequéncia, a transferéncia de oxigénio e a
atividade respiratéria do microrganismo séo prejudicadas (Aquino et al., 2015). Portanto,
tendo em vista estes aspectos, no presente trabalho foi escolhido o gel de quitosana

enriquecido com nanoparticulas para posterior aplicacdo nas uvas.

3.4 Teste de citotoxicidade HET-CAM

O ensaio foi utilizado para analise de efeitos inflamatorios e vasculares causados
pelas nanoparticulas de quitosana e gel de quitosana enriquecido com as nanoparticulas.
N&o foi observado nenhuma mudanca na membrana corioalantdide do embrido, sem

ocorréncia de hemorragia, vasoconstric¢do e coagulacdo (Fig. 2). Resultado semelhante
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foi encontrado para as nanoparticulas de quitosana produzidas por Baptista da Silva et al.
(2016) e Rampino et al. (2013).

E de extrema importéincia a avaliagdo toxicoldgica de materiais nanoestruturados,
devido a seu tamanho e formato, capazes muitas vezes de penetrar em tecidos e causar
danos celulares (Rampino et al., 2013).

No presente estudo, as nanoparticulas de quitosana sozinhas ou na presenca do gel
mostraram-se nao-toxica de acordo com o HET-CAM, o que possibilita seu uso em

alimentos e consequentemente seu consumo humano.

3.5 Efeito antimicrobiano das coberturas de nanoparticulas nas frutas

As tabelas 3 e 4 mostram o resultado do estudo in vivo das diferentes
concentraces de nanoparticulas em uvas refrigeradas e ndo refrigeradas infectadas

artificialmente pela E.coli.

A amostra controle, em ambas as temperaturas, apresentou os valores maximo de
E.coli detectado pela técnica do NMP. Neste caso, a temperatura de armazenamento nao
interferiu nos resultados encontrados. Porém, as amostras CIM e 2CIM, foram as mais
eficazes na inibicdo da E.coli, além disso a temperatura de armazenamento mostrou-se

um fator potencializador dessa inibig&o.

Baixas temperaturas tem sido sugeridas como um ponto critico no controle da
contaminacdo microbiana em frutas e vegetais, inclusive eficaz em manter a qualidade

pos-colheita de uvas (Jessup, 1992; Carter et al., 2015).

As nanoparticulas na concentracdo CIM/2 em temperatura de refrigeracao obteve
os valores minimos da técnica do NMP nos 4 Gltimos dias da analise, mostrando melhora
em relagéo a essa mesma concentracdo em temperatura ambiente. Na concentracdo CIM,
apenas os dias 9, 12 e 15 mostraram resultados acima do limite minimo que € de 3NMP/g,
enquanto que em temperatura ambiente todos os dias apresentaram valores acima desse
limite minimo, com exce¢do do dia 2. Um declinio na populacdo de E.coli depois da
inoculagéo e em armazenamento a baixas temperaturas também foi observado em alfaces
(Theofel & Harris, 2009) e em aipo (Vandamm et al., 2013).

Em nosso estudo, o melhor resultado foi encontrado para as uvas em temperatura

de refrigeracdo e cobertas com nanoparticulas na concentracdo 2CIM. Em todos os 24
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dias de analise essas uvas apresentaram resultados semelhantes ao limite minimo da
técnica do NMP, apenas no dia 0 e 9 encontrou-se valores acima desse limite. A
concentracdo 2CIM assemelha-se a concentragdo bactericida minima determinada na
atividade antimicrobiana para E.coli e portanto os resultados in vitro estdo de acordo com

a nossa analise in vivo.

Aquino et al. (2015), analisando goiabas com e sem cobertura de quitosana
enriquecida com dleo essencial de Lippia gracilis encontrou valores <3NMP/g durante
0s 10 dias do estudo. Resultados semelhantes foram encontrados em nosso trabalho para
uvas cobertas com nanoparticulas na concentragdo 2CIM e armazenadas sobre
refrigeragdo. Contudo, a cobertura analisada em nosso estudo mostrou-se mais eficaz pois
as uvas foram infectadas antes da aplicacao das substancias teste e obtiveram resultados
semelhantes em relacdo as goiabas estudadas por Aquino et al. (2015) que ndo foram

infectadas previamente com E.coli.

A melhor acdo antimicrobiana das coberturas comestiveis com nanoparticulas em
relacdo ao uso da quitosana em gel, reafirma o preconizado por Cruz-Romero et al.
(2013), de que as nanoparticulas de quitosana apresentam atividade antimicrobiana
intensificada, porque o seu pequeno tamanho possibilita a entrada da quitosana mais
facilmente na célula microbiana, combinando-se com o DNA, inibindo a sintese de
RNAmM e a transcricdo do DNA, promovendo distirbios no metabolismo celular que sdo

capazes de levar a morte do microrganismo.

Os resultados encontrados para Salmonella spp. encontram-se na figura 3. A
amostra CIM/2, apresentou resultados semelhantes ao encontrado nas uvas controles nos
2 primeiros dias. Nos dias seguintes os resultados aproximam-se dos valores encontrados
para as outras concentracdes de nanoparticulas, mostrando um inicio lento na acdo

antimicrobiana da concentracdo CIM/2 contra Salmonella spp. em uvas ndo refrigeradas.

No armazenamento a temperatura ambiente, foi observado também que ao final
do periodo de analise ocorreu um intenso crescimento fungico nas uvas, culminando com

a fermentacéo dessa fruta e a auséncia do microrganismo estudado no 12° dia de analise.

Segundo Lopez-Velasco et al. (2012), a microflora da propria uva pode
antagonizar com as células do patégeno inoculado. Isso ocorre devido a competi¢do por
nutriente e espaco entre 0s microrganismos presentes (Sim et al., 2013). Esse efeito

antagbnico observado em nosso estudo, também foi visto apds apenas 4 dias em uvas
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armazenadas a temperatura ambiente e cobertas com cera de carnalba cujo crescimento
fangico inibiu o desenvolvimento de Salmonella spp. e E.coli (Kim et al., 2014).
Resultado semelhantes foi encontrado por Lopez-Velasco et al. (2012), em folhas de

espinafre.

Nas uvas armazenadas refrigeradas, ndo foi observado crescimento flngico
durante o periodo de 24 dias de andlise, mostrando a importancia da temperatura em
controlar o desenvolvimento da microflora da fruta. Ma et al. (2016), ndo observou
crescimento de Salmonella spp. a 4°C, estando de acordo com o preconizado pela FDA
(2001) que diz que a temperatura minima de crescimento da Salmonella spp. é em torno
de 4-5°C. Em nosso estudo a temperatura de refrigeracdo ndo foi capaz de inibir
completamente o crescimento desta bactéria, no entanto, nos 4 Gltimos dias de analise

houve uma diminui¢do no crescimento da Salmonella spp. nas uvas com tratamento.

As coberturas comestiveis a base de nanoparticulas de quitosana analisadas em
nosso estudo foram capaz de inibir o crescimento das bactérias estudadas. Essa inibicao
ocorreu devido a acdo antimicrobiana intensificada das nanoparticulas de quitosana e a
atmosfera modificada criada pela cobertura, capaz de suprimir a concentracéo de oxigénio
do microrganismo. Segundo Kim et al. (2014), a aplicacdo do indculo na fruta antes da
cobertura comestivel, método adotado em nosso estudo, simula uma situacdo onde as
bactérias contaminam as uvas antes da aplicacdo da substancia antimicrobiana e portanto
a cobertura aplicada posteriormente produz um ambiente com baixa concentracdo de

oxigénio para as células microbianas, agindo como uma barreira.

4. Concluséao

As nanoparticulas de quitosana microbioldégica com tratamento térmico
apresentaram tamanho homogéneo, esférico e sem formacéo de agregados e, portanto, foi
a escolhida para os demais experimentos. Essas nanoparticulas mostraram-se
biocompativel e com uma efetiva agdo antimicrobiana contra bactérias patogénicas de

origem alimentar.

Os resultados indicaram uma melhor agdo antimicrobiana das nanoparticulas
quando comparado ao gel de quitosana. Quando as particulas foram dispersas no gel de

quitosana formaram uma excelente cobertura comestivel, capaz de controlar o
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crescimento microbiano de Salmonella spp. e E.coli em uvas pos-colheita, tornando-se

uma alternativa para o controle de bactérias pos-colheita em frutas.
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Fig. 1: MEV das nanoparticulas de quitosana sem (A) e com tratamento térmico (B).
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Fig. 2: Citotoxicidade das nanoparticulas de quitosana (A) e da associacdo do gel e

nanoparticulas de quitosana (B) pelo teste do HET-CAM.
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Fig. 3: Sobrevivéncia de Salmonella spp. em uvas nao refrigeradas (A) e refrigeradas (B)

apos aplicacdo de diferentes concentracfes de nanoparticulas.
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Tab. 1: Concentracdo inibitoria minima (CIM) do gel de quitosana, nanoparticulas de

quitosana e gel enriquecido com nanoparticulas.

Bactéria Gel Nanoparticulas  Gel + nanoparticulas
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
E.coli 3,0 3,0 2,0
Salmonella spp. 6,0 3,0 3,0
P. aeruginosa 3,0 3,0 2,0
S. aureus 4,0 2,0 1,0
L. monocytogenes 6,0 3,0 2,0

Tab. 2: Concentragdo bactericida minima (CBM) do gel de quitosana, nanoparticulas de

quitosana e gel enriquecido com nanoparticulas.

Bactéria Gel Nanoparticulas  Gel + nanoparticulas
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
E.coli 4 3 4
Salmonella spp. 6 6 6
P. aeruginosa 3 4 4
S. aureus 4 6 2

L. monocytogenes 6 6 2
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Tab. 3: Sobrevivéncia de E.coli (NMP/g) em uvas néo refrigeradas (25°C) ap0s aplicagédo

de diferentes concentragdes de nanoparticulas.

TRATAMENTO  DIA DE ARMAZENAMENTO

0 2 4 6 8 10 12
Controle 210 >1100 >1100 >1100 >1100 >1100 >1100
CIM/2 36,59 18,86 160 290 1100 >1100 23
CIM 9,2 3 35 75 150 460 9,2
2CIM 7,4 <3 19,23 43 28 3 3,6

Controle: uvas sem cobertura; CIM/2: uvas cobertas com a metade da concentragdo inibitéria minima das
nanoparticulas; CIM: uvas cobertas com a concentracdo inibitoria minima das nanoparticulas; 2CIM: uvas cobertas
com duas vezes a concentragdo inibitoria minima das nanoparticulas.

Tab. 4: Sobrevivéncia de E.coli (NMP/g) em uvas refrigeradas (12°C) ap6s aplicacao de

diferentes concentracdes de nanoparticulas.

TRATAMENTO DIA DE ARMAZENAMENTO

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Controle 1.100 1100 1.100 >1.100 >1.100 >1.100 >1.100 >1.100 =>1.100
CIM/2 1.100 <3 43 6,2 240 <3 14 <3 <3
CIM 1.100 <3 3 93 240 3,6 3 <3 <3
2CIM 1.100 <3 <3 7,4 <3 <3 <3 <3 <3

Controle: uvas sem cobertura; CIM/2: uvas cobertas com a metade da concentragdo inibitéria minima das
nanoparticulas; CIM: uvas cobertas com a concentragdo inibitoria minima das nanoparticulas; 2CIM: uvas cobertas
com duas vezes a concentracdo inibitoria minima das nanoparticulas.
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HIGHLIGHTS

» Nanoparticles of fungal chitosan are an alternative to inhibit food spoilage.

» Coating of chitosan gel/nanoparticles from fungi has its antibacterial action improved.
» Coating of chitosan gel/nanoparticles from fungi increase the shelf life of grapes.

» Coating of chitosan gel/nanoparticles from fungi didn’t alter the quality of grapes.

» Coating of chitosan gel/nanoparticles from fungi slows the ripening process of grapes
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ABSTRACT

The grapes stand out as an economically important fruit, perishable and susceptible to
microbial spoilage. The use of edible chitosan coatings have been considered a viable
alternative to extend the postharvest life and ensure the physical-chemical and
microbiological quality of fruit. The properties of chitosan can be potentiated when the
chitosan are presented in the format of nanoparticles. The objective of this study was to
evaluate the antimicrobial activity and the influence on quality of grapes treated with
edible coatings based the association between gel and nanoparticles of chitosan from
fungi stored at 12°C and 25°C. The fungal chitosan, Kiofine-B® and Kionutrime®, were
obtained from the cell wall of Aspergillus niger, and were provided by Kitozyme®. The
characterizations of chitosan were performed to determine the degree of deacetylation,
structural characteristics and molecular weight, respectively by the techniques, Hydrogen
Nuclear Magnetic Resonance, Infra-red spectroscopy and viscosity. The nanoparticles
were prepared by ionic gelation method and thereafter underwent a heat treatment (50 °C
/ 900rpm / 30min). Its characterization was carried out by Dynamic Light Scattering and
scanning electron microscopy and transmission. The microdilution test was used to
determine the minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal of
nanoparticles of chitosan, chitosan-gel and gel enriched with nanoparticles against food-
borne pathogenic bacteria. In order to obtain the coatings to be tested, chitosan was
solubilized in 1% acetic acid (20mg/mL) and nanoparticles were subsequently added
(MIC/2, MIC and 2xMIC). Glycerol was used as control. The grapes with coatings (tests
and control) were analyzed for physicochemical (total soluble solids, pH, titratable
acidity, anthocyanin, reducing sugar, moisture content and colour parameters) and
sensory attributes. The chitosans, Kiofine-B® e Kionutrime® presented, respectively,
deacetylation degree of 89.5% and 86% and a low molecular weight of 4.35 x 10*g/mol
and 4 x 10° g/mol. The produced nanoparticles have spherical shape and medium size of
101,7nm. The edibles coatings tests preserved the physicochemical and sensory quality
of grapes and inhibited the growth of food-borne pathogenic bacteria. The results obtained
in this study demonstrated the effectiveness of the gel enriched with nanoparticles at
different concentrations (MIC/2, MIC, 2MIC) to inhibit the growth of pathogenic food-
borne bacteria. The coating of chitosan gel/nanoparticles did not alter the quality of grapes
and delayed the ripening process, without changes in grape sensory attributes. Therefore,
the use of coatings containing chitosan nanoparticles can be a promising strategy to
improve the post-harvest quality of grapes.

Keywords: nanomaterials, postharvest quality, shelf life, tropical fruits, biopolymer, food
packaging
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1. Introduction

Grapes are one of the most economically important fruit, with an annual
production around 69 million tonnes (Nowshehri et al., 2015). It was considered a highly
perishable and non-climacteric fruit, with limited shelf life due to loss of firmness, berry
drop, stem discoloration, desiccation and rot by microorganisms. Furthermore, the
presence of microorganisms on the surface of the fruit can damage the microbiological
safety and quality of the final product (Meng et al., 2008). To control the spoilage and
contamination of food it cause economic losses and risks to the health, the spotlight of
the food industry is on developing new strategies that allow increased shelf life and inhibit
microbial contamination of food (Elsabee and Abdou, 2013; Theron and Lues, 2007).

Among the natural alternatives for preserving fruit, the use of chitosan gel edible
coating has been widely studied due to their antimicrobial activity and low toxicity to
mammalian cells (Elsabee and Abdou, 2013; Kerch et al., 2015). Chitosan is a
polysaccharide composed of B-1,4-D-glucosamine linked to N-acetyl-glucosamine
residues and naturally present in fungi cell wall or extracted by the deacetylation of chitin
which is a polysaccharide present in the exoskeleton of marine invertebrates. Fungi
biomass is a promising eco-friendly alternative to obtain chitosan, because it is not
affected by seasonal factors, can be produced on a large scale using industry wastes as
cheaper substrate and does not contain any of the proteins that induce allergic reactions
to crustaceans (Berger et al, 2014; Stamford et al., 2013; Oliveira et al., 2014).

The edible chitosan coatings have been considered one of the potential
technologies to ensure the microbiological safety of foods. Nevertheless, the
incorporating of nanostructures to the films and coatings can improve the properties these
materials (Bougnicourt et al., 2014; Osheba et al., 2013; Pilon et al., 2014). The chitosan
nanoparticles are considered a material with excellent physicochemical properties,
because it presents a best antimicrobial activity when compared to chitosan gel. This is
due to the high surface area and its charge density that effectively interact with the
negatively charged surface of bacterial cells (Arora and Padua, 2010; Ing et al, 2012;
Osheba et al., 2013; Pilon et al., 2014).
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Although several studies have shown satisfactory results from the use of edible
films and coating based on chitosan gel on fruits and vegetables, there is a There is a
limitation of studies with chitosan nanoparticles incorporated into the matrix of polymeric
coating. Therefore, due to the recognized biological potential of chitosan and its possible
use in nanoparticles form, the aim of this research was analyze the use of fungal chitosan

nanoparticles in table grapes conservation.

2. Materials and methods

2.1 Materials

Grapes (Vitis labrusca L.) were purchased from CEASA (Supplies and Service
Company of Pernambuco, Recife, Brazil) and selected according to size, color, no signs
of deterioration and mechanical damage.

The chitosan (Kiofine® and Kionutrime®) were provided by Kitozyme®
Company and both are fungal chitosan from Aspergillus niger. The others substances

used were obtained from commercial sources.

2.2 Preparation and characterization of chitosan nanoparticles

Chitosan nanoparticles were prepared by ionic gelation process. Firstly, 0.5g of
fungal chitosan, obtained from Kitozyme (Kiofine®, deacetylation degree = 89%,
Molecular weight = 4.35 x 10* extracted from Aspergillus niger) was dissolved in 50 ml
of acetic acid at 2%, under stirring for 30 minutes. Then, the TPP solution (1%) was added
to the chitosan solution drop wise (0,3ml/min) using a peristaltic pump under vigorous
magnetic stirring at room temperature (Calvo et al., 1997). After the end of dripping, the
nanoparticle solution was stirred for 2 hours. Then, chitosan nanoparticles were purified
by centrifugation at 13.400rpm for 10 minutes. The supernatant was discarded, and the
pellet was redispersed by vortex mixing in deionized water. The washing procedure was
repeated about 5 times.

The final thermal treatment used to individualize and restructure nanoparticles
was performed by stirring a purified suspension of chitosan nanoparticles for 30 min at
50°C and 900rpm, described by Bougnicourt et al. (2014). Then, the nanoparticles were
lyophilized.
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The characterization of chitosan nanoparticles was made by Transmission
Electron Microscopy (FEI — Morgagni) and Dynamic Light Scattering using a Zetasizer
Nano-ZS-90 (Malvern, UK). The analysis was performed at a scattering angle of 90°C at
25°C in 633nm.

2.3 Determination of antimicrobial activity of chitosan nanoparticles

The determination of antimicrobial activity of chitosan nanoparticles, against
foodborne pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus — ATCC 6538, Listeria
monocytogenes — ATCC 7664, Pseudomonas aeruginosa — ATCC 9027, Salmonella spp.
- ATCC 14028, Escherichia coli — ATCC 25922) was performed based on the
microdilution test using a 96 wells microplate.

The bacteria were cultivated at Brain Heart Infusion (BHI) for 24h, at 37 °C and
an initial inoculum of 108 CFU/mI obtained (Berger et al., 2014). The nanoparticles
(20mg/ml) were dispersed in deionized water.

The nanoparticles chitosan in a concentration ranged from 0 to 600ug/ml was
inserted in the wells, then was added BHI broth and the inoculum of each bacteria, so the
final volume of each well was 100 pL. The plate was incubated at 37°C for 24 hours, then
added 30uL of resazurin in each well and again incubated at 37°C for 1 hour. After 1 hour
of resazurin application, it was made the analysis of the color change (the blue color - no
bacterial growth/ pink and purple - the presence of viable cells for growth) to determine

the minimal inhibitory concentration (MIC).

2.4 Preparation and application of edible coatings in grapes

Grapes one day after harvest were previously selected according to the fruit
maturation stage. Grapes were immersed in sodium hypochlorite (1% v / v) for 15 min,
washed with potable water and left to dry for 2 h. Then, the fruits were immersed for 3
min in the coating solutions containing different combinations of chitosan nanoparticles
(MIC/2, MIC e 2MIC) diluted in a fixed concentration of chitosan gel (20mg/ml*) and
left to dry for 30 min.

Each treatment included 40 fruits stored for 12 days at room temperature and 24

days at cold temperature (Oliveira et al., 2014; Santos et al., 2012).
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2.5 Physicochemical analyses on grapes

Grapes stored at room temperature (25°C — 12 days) and cold temperature (12°C
— 24 days) were evaluated, every 6 days, for weight loss and general quality aspects such
as color, soluble solids, titratable acidity (AT), pH, anthocyanin, reducing sugar and
moisture content. The soluble solids content was determined with a refractometer (Model
AUS JENA, Germany), and the results were expressed as °Brix (AOAC, 932.12). The AT
was determined by titrating with 0,1 N NaOH until pH 8,2 and the results were expressed
as a percentage of tartaric acid (AOAC 920.149). The pH of the fruit samples was
assessed using a digital pH meter (Model: MICRONAL B474) according to the standard
method described in AOAC (2012) (AOAC 981.12). The moisture content was
determined by dehydration of the fruit (70°C/24h) until obtain the dry weight and the
results expressed in percentage (AOAC 934.06).

For the determination of reducing sugar content, 5 g of the homogenized grape
was suspended in 50 ml distilled water and the solution was placed in water bath (40-
50°C) for 1 h. After this, the solution was transferred to a 250ml volumetric flask and it
was added and 10ml of potassium ferrocyanide 15% solution and 10ml of zinc acetate
30%. The flask contents were stirred manually and the bulk was completed to 250ml with
distilled water. After 15 minutes, the contents was filtered with filter paper into a conical
flask and then transferred to a burette. The solution obtained was added slowly to a boiling
mixture of Fehling A (copper sulfate) and B (sodium potassium tartrate + sodium
hydroxide). The reaction is over when a brick-red color precipitate was formed and the
results expressed in g/100g (AOAC 923.09).

The grape color was measured at three different equatorial positions of the fruit
with the CIELab system. Colour parameters a*, b* and L* were measured in a CR-300
colorimeter (MINOLTA Co., Osaka, Japan), as recommended by the International
Commission on Illumination (CIE, 1986).

The anthocyanin was estimated by the method described by Lee Lees and Francis
(1972). About 1g of the fruit was blended with 20ml of the extracting solvent (95%
ethanol: 1.5N HCI, 85:15) and stand overnight at 4°C. The samples were filtered into a
volumetric flask and covered with the aluminum foil. The residue was washed with an
extractor solution to remove the pigments. The filtrate was completed to a total volume
of 100ml with the same solvent and absorbance was measured at 535nm. The results

expressed in mg/100g.
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2.6 Weight loss percentage

The weight loss during storage was measured by monitoring the weight of the fruit
at the end of each storage interval. The weight loss was considered the difference between
the initial and final weight of coated and uncoated fruit. The results were expressed as the
percentage loss of the initial weight, according to Meng et al. (2008).

2.7 Decay rate of grapes

The grapes were examined for any microorganism infection during storage. Forty
fruits were used for each measurement. The decay percentage of coated and uncoated
fruit was calculated as the number of decayed fruit divides by the initial number of all
grapes multiplied by 100 (Gol et al., 2013).

2.8 Sensory evaluation

Sensory evaluation of the grapes was carried out in a standardized test room, in
the sensory laboratory of the Department of Nutrition situated in Federal University of
Pernambuco (UFPE/Brazil), 3 days after the coating application.

Grapes treated with different concentrations of chitosan nanoparticles (MIC/2,
MIC, 2MIC) and uncoated grapes were stored at cold temperature. Each sample, three
days after the coating application, was presented in dishes coded with 3 digit random
numbers to each panelist for evaluation. The panelists were asked to eat a salty biscuit
and to drink water between samples.

Hundred untrained tasters participated in the affective acceptance and preference
tests. For acceptability of appearance, flavor, color, taste, aftertaste, texture and overall
assessment, a nine-point hedonic scale was used (1: extremely poor; 9: excellent). The
intent to purchase was assessed on a five-point structured hedonic scale (1: certainly

would not buy, 5: certainly would buy) (Santos et al., 2012).



152

2.9 Statistical analyses

All data were analyzed by analysis of variance (ANOVA) using SPSS 20 software
(SPSS Inc., Chicago, USA). The difference among means at a significance level of 5%

was performed by Tukey’s test.

3. Results and discussion

3.1 Characterization of chitosan nanoparticles

The average size of the chitosan nanoparticles was analyzed by Dynamic Light
Scattering. The result was 101.7 (£ 5.05) and it was similar to that found in Transmission
Electron Microscopy (Fig. 1). These analyzes showed that chitosan nanoparticles
produced have a homogeneous size distribution, spherical morphology and a compact
structure.

Mohammadi et al. (2015) also produced chitosan nanoparticles for application in
fruit (strawberries) as edible coating and found a size of 96,93nm, a similar result to that
found in our study. Ramezani et al (2015) also found similar results. This author produced
chitosan nanoparticles to preserve fish fillet, and obtained a mean particle size of
108,6nm. Any of these authors used microbiological chitosan to produce nanoparticles.
Until now, our study reports for the first time the production of fungal chitosan
nanoparticles for application in the food field.

According to Gan et al. (2005), nanoparticles smaller than 80 nm are able to
penetrate into tissues through fine capillaries, which enables its application in the
pharmaceutical field. However, in the food field this effect is not desirable. Therefore,
the nanoparticles produced in our study exhibit a size appropriate for the study purpose
that is to produce antimicrobial edible coating for grapes preservation, without causing

damage or accumulation in human body.
3.2 Antimicrobial activity
The results of MIC of chitosan nanoparticles can be observed in Table 1.

According to Zhong et al. (2008), chitosan has a greater bactericidal effect against

gram-positive than Gram-negative bacteria, due to the different characteristics of the
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bacterial surface, which in the case of gram-negative bacteria has an outer membrane that
forms a protective barrier for the microorganism.

However, other studies believe that the antimicrobial power of chitosan is higher
against Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria (Devlieghere, et al., 2004; Li et
al., 2010). This can be explained by the presence of a greater negative charge on the cell
surface of gram-negative bacteria in relation to gram-positive, which causes a higher
adsorption of chitosan and a higher inhibitory effect against gram-negative bacteria
(Chung et al., 2004).

The lowest MIC was found for S. aureus (2mg/ml). However, the same results
(3mg/ml) were found for Gram-negative bacterias (E. coli, P. aeruginosa, Salmonella)
and gram-positive bacteria (L. monocytogenes).

Therefore, despite the divergence around the best antimicrobial activity of
chitosan towards gram-positive and gram-negative bacteria, it is known that chitosan is
able to damage the cell wall, causing lysis, change the membrane and increase the cell
permeability, causing leakage of intracellular substance, and induce the cell death (Eaton
et al., 2008; Kong et al., 2008).

All this mechanism can be enhanced by chitosan nanoparticles due to its larger
surface area and charge density, which favors higher interaction with the negative charges
of the bacterial surface (Barani et al., 2012; Qi et al., 2004; Shi et al., 2006). The low
values found for MIC in our study confirm the higher antimicrobial power of the chitosan
nanoparticles.

In the chitosan gel, nanoparticles are better dispersed. According to Lee et al.
(2010), when chitosan nanoparticles are well dispersed in the solution, it is more
efficiently transported to the cell wall of bacteria which cause disorders and leading to
increased antimicrobial activity.

A more homogeneous edible coating is desirable because it provides a more
effective protection between the fruit and the external environment (Tezotto-Uliana, et
al., 2014) consequently, the oxygen transfer and respiratory activity of the microorganism
are impaired (Aquino et al., 2015).

Therefore, for this study was chosen a fixed concentration of chitosan gel for
dilution of chitosan nanoparticles and consequently the formation of a more

homogeneous edible coating that was subsequently applied in grapes.
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3.3 Effects on physicochemical characteristics of grapes

The physicochemical changes in grapes uncoated or coated with different
concentrations of chitosan nanoparticles were evaluated during storage at room (25°C —
12 days) and cold temperatures (12°C — 24 days) (Table 2 and 3).

The determination of moisture content showed that control grapes, stored at both
temperatures, showed the lowest values of moisture (p < 0,05). The only exception was
the time 0 and 6 (12°C) which control did not have any significant difference (p> 0.05)
between the MIC/2 and MIC samples.

2MIC sample stood out as the sample that had higher moisture content in most of
the analyzed days and frequently no significant difference (p> 0.05) was observed
between 2MIC and MIC samples during storage, demonstrating the importance of edible
coating in fruit moisture conservation.

Frequently, the gas changes between the fruit and the atmosphere is due to open
pores and higher permeability of the fruit skin (Amarante et al., 2001). Therefore, chitosan
nanoparticle edible coating blocks the pores present in grapes, preventing moisture loss
and controlling the respiratory rate of the fruit.

Similar results were found by Ali et al. (2011) working with chitosan edible
coating in papaya and Velickova et al. (2013) who used chitosan and beeswax edible
coating applied on strawberries.

At days zero (cold and room temperature) and 12 (room temperature), the soluble
solids content did not differ significantly (p > 0.05) between grapes with or without
nanoparticles edible coatings. However, at other times analyzed we can observe
significant differences (p < 0.05) between values of soluble solid content in grapes with
or without edible coatings. The lowest results were always found in the samples with
nanoparticles and 2MIC sample was responsible for the smaller soluble solids content.

The decrease in the soluble solids content in grapes induced by chitosan, could be
due to the slowing of respiration and metabolic activity in the fruit, hence retarding the
ripening process (Oliveira et al., 2014). This property is enhanced when chitosan is
presented in nanoparticles form, which can be confirmed by the lower concentration of
soluble solids in the higher concentration of nanoparticles (2MIC).

Furthermore, the filmogenic property of chitosan allows it to form a semi-

permeable barrier around the fruit, modifying the internal atmosphere by reducing oxygen
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gas and/or elevating carbon dioxide and suppressing ethylene production (Dong et al.,
2004).

At all storage time, at both temperatures, 2MIC sample showed the smallest
reducing sugar values differing significantly from control fruits (p < 0.05). Moreover, at
0, 6, 12 and 18 days of storage at cold temperature, and 0 and 12 days of storage at room
temperature no significant differences (p > 0.05) could be observed between MIC and
2MIC.

The results showed that the highest concentrations of chitosan nanoparticles (MIC
and 2MIC) caused a decrease in the reducing sugar content. This decrease can be
explained by the suppression of respiration rate of the fruit, caused by nanoparticles,
which also decreases the metabolic activity, reducing the hydrolysis of sugar to
carbohydrates (Hong et al., 2012; Neeta et al., 2013).

The determination of sugars in fruits is an important parameter to evaluate the
maturity stage of the fruit (Gautier et al., 2008). Several studies show an increase in
fructose and glucose in advanced stages of maturation (Glewa et al., 2003; Zhang et al.,
2010; Wu et al., 2011).

Therefore, in our work we realized that the grapes containing the highest chitosan
nanoparticle concentrations decreased the fruit maturation stage, which led to decrease in
soluble solids and reducing sugar content.

The edible coatings also decreased (p < 0.05) the loss of titrable acidity in grapes
stored at cold temperature. Different behavior was observed in grapes at room
temperature, which can be observed the preservation of titrable acidity values.

Previous studies have shown that the respiratory process consumes organic acids
and soluble solids to maintain the normal activity of the fruit during storage (Zhou et al.,
2008). The edible coating becomes an alternative to limit this respiratory and metabolic
process of the fruit reducing the loss of nutritional components such as soluble solids and
titrable acidity (Hagenmaier, 2005).

In our work the fruits coated with nanoparticles, at cold temperature, were the
most effective in slowing the consumption of important nutritional components such as
titrable acidity. Cold temperatures are considered as an additional process that with
chitosan, are able to decrease the physiological processes of grapes and consequently
slows the consumption of titrable acidity (Meng et al., 2008).

The pH values between fruits with nanoparticles, in most cold and room storage,

did not differ significantly (p > 0.05). At room temperature, the pH ranges from 3.75 to
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4.09 and the change in cold temperature was 3.27 to 3.51, similar results were found by
Kim et al (2014).

According to Kim et al. (2014), the type of the edible coating, time and storage
temperature does not affect the pH of the grapes significantly (p > 0.05). This can be
confirmed in our study. The different concentrations of chitosan nanoparticles did not
influence the pH results.

Therefore, the pH changes on grapes is due to the natural variability of the fruit
and not related to the treatment applied. The changes observed in pH values for a few
days of storage, is due to differences in the composition of organic acids of the grapes
(Vargas et al., 2006).

The control grapes anthocyanin content, at cold temperature, (p < 0,05) was higher
than in grapes with nanoparticles. The only exception was the control grapes at the 24th
days. This sample did not differ significantly (p> 0.05) of the MIC/2 sample. The greatest
accumulation of anthocyanin in control grapes may be related to its advanced maturation
process, which occurs the synthesis of this pigment from glucose (Meng et al., 2008).
Thus, the lowest concentration of anthocyanins in grapes (12 °C) with edible coatings,
suggestin an inhibitory effect on fruit senescence. This inhibitory effect is more
pronounced in the extended storage of the fruits (Kim et al., 2014), as in the case of
grapes, at cold temperature, analyzed in our study.

Gol et al. (2013) found similar results, on strawberries with chitosan,
carboxymethyl cellulose and hydroxypropylmethyl cellulose edible coatings. Similarly,
Perez and Sanz (2001), also detected a less accumulation of anthocyanin in strawberries
stored in a controlled atmosphere.

The anthocyanin content of control grapes, in the 0 and 6 days at room
temperature, did not differ significantly (p> 0.05) of grapes with chitosan nanoparticles.
This result is similar to that found by Santos et al. (2012). This result also shows the
importance of storage temperature. Cold temperature can increase the inhibitory effects
on fruit senescence, caused by the chitosan nanoparticles. At room temperature, this
effect is less pronounced and the anthocyanin content in the control sample is equivalent
to the grapes with edible coatings.

The grapes color results, at room and cold temperature, are found in Tables 4 and
5, respectively. At room temperature, the L values decreased during the 12 days of

analysis of the control grapes and grapes with edible coatings, which shows that grapes
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become darker. A similar result was found by Kim et al. (2014), when researched about
the nanoemulsion action of lemon essential oil on grapes stored at 4°C and 25°C.

However, the preservation of the L values (p> 0.05) was observed in grapes with
nanoparticles stored at cold temperature. Differently, the control sample decreased the L
values. Santos et al. (2012), also observed the preservation of the lightness. However,
this author did not find differences between the L values of grapes with edible coatings
containing chitosan and Origanum vulgare L. essential oil and stored at different
temperatures.

The decrease of L values observed in grapes at 25°C and control sample at 12°C
is related to the increased metabolism in these fruits, which occurs various enzymatic and
non-enzymatic reactions, causing browning (Adiletta et al., 2016). This shows again that
the edible coating produced in our work when applied in refrigerated grapes slow the fruit
senescence process.

The values of a* positive and close to zero show the anthocyanin accumulation in
grapes, since this pigment has a red color and it is the mainly responsible for the grape
color (Hernandez-Herrero and Frutos, 2014). The same behavior was observed for the
b* values, which shows that the control grapes and grapes with chitosan nanoparticles

were predominantly purple at the different storage intervals at both tested temperatures.

3.4 Weight loss

Weight loss in almost all samples with microbiological chitosan nanoparticles
stored at cold temperature (control: 1,72%; MIC/2: 2,26%; MIC: 1,63%; 2MIC: 1,43%)
and room temperature (control: 0,85%; MIC/2: 0,81%; MIC: 0,49%; 2MIC: 0,79%)
decreased over storage. Deng et al. (2006) indicated that approximately 5% weight loss
was the normal acceptable limit for table grapes. In our research, all the samples showed
weight loss below 5%.

Gao et al. (2013) evaluated table grapes with chitosan edible coating also
observed values below 5%. After 60 days storage at 0°C, weight loss of grapes with
chitosan and control sample was 1, 44% and 4, 74%, respectively.

Several research indicated that weight loss was associated with respiration
process and evaporation of water from the fruit, so at high temperature there is an increase
in the respiration rate of the fruit and consequently loss of moisture and weight occurs.

Furthermore, water is absorbed by chitosan on the fruit surface, because the hygroscopic
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property of this polymer improves the formation of the water barrier between the fruit
and the external environment, thereby reducing the external transfers (Morillon et al.,
2002; Olivia and Barbosa-Canovas, 2005; Xu et al., 2007).

In our research, there was an increase in weight loss of grapes stored at cold
temperature when compared to grapes stored at room temperature. This probably
occurred because of the prolonged analysis time for grapes stored at cold temperature (24
days) than grapes stored at room temperature (12 days), which led to an advanced
metabolism of the fruit. Anyway, the edible coatings are responsible for creating a
modified atmosphere around the perishable product, allowing the extension of shelf life
through the control of gas exchange and prevention of excessive weight loss (Ali et al.,
2015).

3.5 Decay rate of fruits

The lowest percentage of decay was found in grapes stored at cold temperature
(control: 6,66%; MIC/2: 6,66%; MIC: 0%; 2MIC: 0%). Grapes stored at room
temperature were twice as high results for the control (15%) and the MIC/2 samples
(12,5%) when compared with fruits stored at cold temperature. The MIC sample (0%)
was the only one that maintained complete inhibition of infection in both temperatures,
differently the 2MIC sample that completely inhibited the infections at cold temperature,
but at room temperature, the percentage of infection of 2MIC sample increased 12.5%.

According to Meng et al. (2008), grapes stored at low temperatures slows
physiological processes in fruit and pathogens have weaker pathogenicity, which reduces
the incidence of decay compared to fruits stored at room temperature, which decay
rapidly.

Furthermore, chitosan is responsible for delaying fruit senescence, therefore the
resistance to fungal infections can be improved by slower of senescence (Reddy et al.,
2000; Neeta et al., 2013). This characteristic of chitosan is enhanced when the polymer is
in nanoparticle form and thus it is able to completely inhibit the appearance of visible
infection on the fruit, as we can see in MIC sample (at cold and room temperature) and
2MIC sample (at cold temperature).

Therefore, in our study, the results confirm the idea that the chitosan nanoparticles
are effective in inhibiting the growth of microorganisms on grapes and this inhibitory

effect can be enhanced at low temperatures.
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3.6 Sensory evaluation

Changes in sensory attributes are presented in Table 6. There was no significant
difference (p > 0.05) between the samples in relation to the attributes evaluated, except
for the control and 2MIC samples for appearance and flavor attributes. Sample 2MIC was
the most preferred in appearance attribute. This sample differ significantly from the
control (p <0.05) but no significant difference (p> 0.05) was observed when it compared
with others nanoparticles samples. The control was the sample that has the highest excess
of maturity and so this factor interfered in scores for this sample appearance.

The opposite was observed in relation to flavor. The control differ significantly (p
< 0,05) when compared with 2MIC, but did not differ (p > 0.05) from others samples.
This is due to the smell of acetic acid used for the dissolution of chitosan (Deblieguere et
al., 2004; Vargas et al., 2006). However, when the evaluation is made 3 days after the
application of the edible coating, there is a decrease in the perception of this flavor due
to the evaporation of acetic acid (Velickova et al., 2013). Therefore, the chitosan
nanoparticles were not responsible for the lower acceptance of the flavor of the 2MIC
sample, because there was no difference (p > 0,05) between 2MIC and grapes with others
concentrations of chitosan nanoparticles.

When the tasters were asked to indicate their intent to purchase these grapes, they
reported notes next to 4, which showing that the tasters "possibly buy" control grapes and
grapes with chitosan nanoparticles. This fact enables the use of the edible coatings

produced in this research in a commercial level, when we analyze the sensory aspects.

4. Conclusions

The results of this study indicate that chitosan nanoparticles edible coatings
(MIC/2, MIC and 2MIC) were effective in maintaining the physicochemical, sensory and
microbiological quality of table grapes. The chitosan nanoparticles were responsible for
delaying the ripening process of the grapes resulting in decreased weight loss, soluble
solids and reducing sugar content, moisture retention and preservation of the titrable
acidity values. Moreover, chitosan nanoparticles presented inhibitory effect against
pathogenic foodborne bacteria, with MIC values ranging from 2 to 3mg/mi.

The flavor was the only sensory attribute that control obtained significantly better

score than the samples with nanoparticles. This is due to the use of acetic acid in the
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production of the edible coating. However, the nanoparticles do not interfere in the others
sensory characteristics and in the intent to purchase of the tasters.

Based on these results, the edible coatings with microbiological chitosan
nanoparticles can be used to improve the post-harvest quality grapes. Its powerful
antimicrobial effect favors its use when we compared to the others materials currently
used, such as beeswax.
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Figure 1 — Transmission Electron Microscopy of chitosan nanoparticles
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Table 1. Antimicrobial activity of chitosan nanoparticles from fungi against foodborne

pathogenic microorganisms.

Microorganisms minimum inhibitory minimum bactericidal
concentration mg/ml concentration mg/mL
Salmonella spp. 3,0 6,0
E.coli 3,0 3,0
S. aureus 2,0 6,0
P. aeruginosa 3,0 4,0

L. monocytogenes 3,0 6,0
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Table 2 — Mean values of physicochemical quality parameters in grapes stored at room

temperature (25°C) for 12 days.

Treatments Days of storage
0 6 12

Soluble solids (°Brix)
Control 13.0 (+1.00)3A 15.0 (x1.00)* 12.0 (+0.00)°A
MIC/2 13.0 (+0.50)°A 15.0 (+0.50)*A 12.0 (+0.00)°A
MIC 12.5 (x0.50)%* 12.6 (+0.00)8 12.0 (+0.00)*A
2MIC 11.5 (+0.00)°A 13.0 (+0.50)%8 11.5 (+0.50)°A
Titrable acidity (% tartaric acid)
Control 0.90 (+0.01)*A 0.69(+0.00)°A 0.77 (+0.00)"*
MIC/2 0.99 (£0.02)*A 0.74(+0.06)"A 0.80 (+0.03)PA
MIC 0.84 (£0.02)%® 0.66(+0.06)"A 0.74 (£0.02)PAB
2MIC 0.90 (+0.01)*A 0.70(0.03)°A 0.71 (+0.00)"®
pH
Control 3.84 (x0.18)* 4.09 (+0.00)" 4.04 (+0.01)*®
MIC/2 3.87 (£0.01)*A 3.93 (£0.07)°A 4.04 (+0.04)%®
MIC 3.76 (£0.10)*A 3.75 (*0.25)*A 4.08 (+0.00)**
2MIC 3.88 (£0.05)%A 4.00 (+0.00)"A 4.07 (x0.00)°A
Moisture (%)
Control 84.20 (+0.07)"8 84.5 (£0.30)*¢ 86.65 (+0.68)%8
MIC/2 88.28 (+0.38)* 86.7 (x0.22)"8 88.66 (£0.07)
MIC 88.18 (+0.30)* 88.0 (+0.43)*A 88.03(£0.04)
2MIC 88.56 (+0.15)* 88.0 (x0.20)*A 88.81(+0.63)*
Reducing sugar (g/1009)
Control 13.11(x0.13)* 12.21(+0.0)°A 9.81 (+0.22)°A
MIC/2 10.42 (+0.73)*8 10.44(+0.34)%® 9.04 (+0.05)"8
MIC 11.49 (+1.53)*8 9.70(+0.25)*¢ 9.05 (0.36)"8
2MIC 9.24 (+0.52)%8 8.38(0.04)"P 8.76 (+0.01)®
Anthocyanin (mg/100g)
Control 111.16 (#5.92)A  218.70(1.62)* 147.68 (£5.67)8
MIC/2 113.19 (£6.23)°A  224.75(x12.9)*8 164.08 (£6.93)A
MIC 107.73 (¥3.26)*  267.37(x0.91)* 120.63 (£1.92)°¢
2MIC 117.24 (£7.29)°A  249.69(+22.81)*®  130.64 (+3.64)"C

&¢ For each trial, different superscript lowercase letters within a row denote diferences
(p<0,05) between the mean values according to Tukey’s test. AP Different superscript
capital letters in the same column denote differences (p < 0.05) between the mean values

according to Tukey’s test.
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Table 3 — Mean values of physicochemical quality parameters in grapes stored at cold

(12°C) for 24 days.

Treatments Days of storage

0 6 12 18 24
Soluble solids (°Brix)

Controle 16,0 (¥0,50)*A 16,0 (+0,10)*A  16,4(+0,01)%A 17,0 (£0,10)* 16,2 (+0,20)*A
CIM/2 16,6 (+0,01)* 16,0 (+0,10)*A 16,6 (+0,76)** 15,8 (+0,01)®8 15,0 (+0,50)"B
CIM 16,6 (x0,01)** 15,8 (0,01)°8 14,6 (x0,01)%® 15,6 (0,01)°¢ 15,0 (+0,10)"8
2CIM 17,4 (0,000 14,6 (0,00 14,8 (+0,20)® 15,2 (+0,01)® 13,0 (+0,10)%
Titrable acidity (% &c. tartarico)

Controle 0,59 (0,00)*® 0,59 (+0,00)°® 0,60 (+0,01)°° 0,55 (+0,00)°® 0,62 (+0,00)*
CIM/2 0,63 (0,000 0,61 (¥0,00)*° 0,66 (+0,02)*8 0,66 (0,00)° 0,73 (0,01)*
CIM 0,63 (¥0,02)°A 0,70 (0,00)*® 0,76 (x0,00)** 0,72 (+0,00)*® 0,64 (x0,01)°E
2CIM 0,66 (0,000 0,72 (¥0,000* 0,67 (+0,00)°8 0,76 (x0,01)** 0,73 (x0,00)*
pH

Controle 3,45 (0,000 3,42 (+0,00)"® 3,43 (+0,00)*8 3,60 (20,02)* 3,46 (+0,02)°A
CIM/2 3,45 (x0,00)*A 3,45 (+0,00)** 3,50 (+0,00)*A 3,51 (0,00)28 3,40 (+0,02)°B
CIM 3,41 (¥0,01)*® 3,34 (x0,01)*° 3,36 (x0,00)° 3,42 (¥0,01)*° 3,43 (x0,01)*8
2CIM 3,47 (0,01)*A 3,27 (+0,01)®® 3,40 (+0,00)*° 3,40 (£0,00)°° 3,35 (+0,00)C
Moisture (%)

Controle 84,46(+0,04)*  83,59(x0,11)°  82,54(x0,14) 82,59(+0,25)°®  83,03(20,47)>¢
CIM/2 84,15(+0,42)*8  83,86(+0,32)5C 84,37(+0,04)*® 84,72(x0,11)**  84,98(+0,91)%®
CIM 84,24(+0,30)P*8  84,35(x0,42)°®  84,94(+0,05)*A  85,46(+0,11)**  85,06(+0,25)8
2CIM 83,58(+0,23)°®  85,41(+0,12)**  85,05(+0,38)"*  84,93(x0,58)"*  87,77(x0,32)*
Reducing sugar (g/100g)

Controle 12,83(x0,21)*®  12,02(+0,56)°"  12,54(+0,17)®A  12,93(x0,11)**  12,61(+0,11)*A
CIM/2 13,37(x0,35)®  11,29(+0,63)**  11,64(x0,15)°®  1254(x0,17)*A  11,54(+0,33)B
CIM 14,24(+0,28)** 9,95 (+0,01)%®  11,19(x0,03)8¢  11,99(+0,29)*® 12,57(+0,58)"A
2CIM 13,51(+0,60)*"® 9,64 (+0,33)®  11,05(0,26)° 11,61(x0,15)°® 9,88 (0,10)C
Anthocyanin (mg/100g)

Controle 164,32(+2,86)**  262,58(3,36)** 183,60(+1,61)°A  164,28(+1,32)° 276,34(+17,44)*
CIM/2 120,90(+3,11)%®  212,52(+5,04)°8  105,12(£7,49)%C  149,45(%3,32)C 248,95(+8,32)*
CIM 112,59(+9,98)8C  166,83(3,49)°C 127,96(+12,18)°® 140,96(+1,08)°C 207,09 (+7,71)*®
2CIM 103,59(+4,11)C  182,58(+2,20)°° 97,45 (+9,12)°  232,88(+5,46)*" 187,42(+11,56)8

&€ For each trial different superscript lowercase letters within a row denote diferences

(p<0.05) between the mean values according to Tukey’s test. ~° Different superscript

capital letters in the same column denote differences (p < 0.05) between the mean values

according to Tukey’s test.
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Table 4. Parameters of colour. a*. b* and L* values of uncoated and coated grapes stored

at room temperature (25°C) for 12 days.

Treatments

Days of storage

6

12

L*

Control
MIC/2
MIC
2MIC

19.23 (x0.03)*8
19.28 (x0.29)*8
18.40 (+0.17)°¢
20.07 (x0.17)*A

21.24 (+0.57)A
20.86 (+0.71)*A
21.95 (+0.00)*A
20.26 (+0.96)*

17.85 (£0.03)°A
16.72 (0.40)°B
17.84 (+0.04)A
18.02 (+0.23)A

a*

Control
MIC/2
MIC
2MIC

1.91 (+0.28)%
2.93 (+0.51)*8
2.93 (+0.03)*8
3.96 (+0.58)A

1.63 (+0.04)2A8
1.81 (+0.26)A
2.07 (£0.37)PA
1.12 (x0.07)*®

1.26 (+0.03)*B
0.91 (x0.22)c¢
1.18 (£0.09)°B
1.56 (+0.00)*A

b*

Control
MIC/2
MIC
2MIC

0.97 (+0.08)®
1.18 (#0.11)*"8
1.36 (+0.06)°A
1.38 (+0.08)*

1.19 (+0.02)°A8
1.52 (x0.02)°A
1.21 (+0.01)*"8
1.10 (+0.26)%®

1.34 (£0.05)%®
1.83 (x0.01)*A
1.56 (+0.02)%®
1.51 (£0.14)%®

¢ For each trial different superscript lowercase letters within a row denote diferences

(p<0.05) between the mean values according to Tukey’s test. #-C Different superscript

capital letters in the same column denote differences (p < 0.05) between the mean values

according to Tukey’s test.
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Table 5. Parameters of colour. a*. b* and L* values of uncoated and coated grapes stored

at cold temperature (12°C) for 24 days.

Treatments Days of storage

0 6 12 18 24
L*
Controle 19,18(x1,97)*  14,70(x0,07)°®  15,22(+1,28)° 18,48(+1,13)** 16,29(+0,81)""8
CIM/2 17,32(x1,54)®A 15,83(x0,39)**8 13,76(+0,73)"8 19,97(+2,56)** 15,0(x0,12)"B
CIM 18,96(+1,19)®A  17,68(x1,47)°A  23,29(+0,94)** 17,92(+0,54)** 17,0(x0,64)*A
2CIM 18,87(x0,40)*A  16,17(+0,45)*B  21,35(x0,84)** 20,40(x1,49)** 17,68(x0,28)°A
a*
Controle 2,58 (+0,05)® 1,42 (+0,00)®  1,62(+0,24)*® 1,61 (+0,20)°® 2,00 (+0,11)°A
CIM/2 2,93 (£0,42)*8 205 (£0,21)°AB  1,84(+0,09)°A 1,68(x0,04)"® 1,30 (+0,08)®
CIM 3,18 (0,08)** 2,34 (x0,56)"*  1,65(+0,01)*AB 1,58 (+0,03)°® 1,50 (+0,01)®
2CIM 2,33 (0,27)>8 2,52 (+0,04)** 1,36 (¥0,07)*® 2,06 (+0,04)** 1,41 (+0,08)®
b*
Controle 1,21 (£0,28)°A 1,46 (+0,04)°A 1,49 (x0,08)** 1,53 (+0,04)** 2,13 (x0,07)*A
CIM/2 1,40 (0,10)*A  1,47(x0,01)** 1,68 (+0,26)** 1,62 (x0,22)°A 2,27 (+0,02)**
CIM 1,38 (£0,29)®A 1,25 (+0,13)°® 1,71 (x0,12)*A 1,62(x0,09)** 1,71 (+0,06)8
2CIM 1,02 (0,06)* 1,59 (x0,01)* 1,79 (0,06)* 1,63 (x0,21)** 1,66 (x0,07)*®

&¢ For each trial different superscript lowercase letters within a row denote diferences

(p<0.05) between the mean values according to Tukey’s test. ~B Different superscript

capital letters in the same column denote differences (p < 0.05) between the mean values

according to Tukey’s test.
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Table 6 — Effect of the edible coatings on sensory attributes of grapes stored at cold

temperature (12°C).

Attributes

Control

MIC/2

MIC

2MIC

Appearance
Color
Flavor
Firmness
Taste
Aftertaste
Overall

evaluation

7.55 (+ 1.35)7
7.79 (+ 1.33) 2
6.62 (+ 1.48)°
7.55 (+ 1.44)°
7.21 (+ 1.75)2
6.78 (+ 1.72) @
7.51 (+ 1.40)°

7.80 (£ 1.27)%
7.85 (+1.17)2
6.26 (+ 1.52) @
7.31 (£ 1.69) 2
7.61 (+1.34)2
6.81 (+ 1.66)
7.33 (£ 1.37) 2

7.98 (+ 0.93)®
8.10 (+ 0.88) 2
6.27 (+ 1.44)
7.24 (+ 1.60)
7.37 (£ 1.58)2
6.85 (+ 1.70) 2
7.46 (+1.25)2

8.02 (+ 0.98)°
7.94 (+ 1.00)2
6.13 (x 1.61)°
7.19 (£ 1.58)2
7.25 (+ 1.69)2
6.99 (£ 1.67)2
7.59 (+1.24)2

@b For each trial different superscript lowercase letters within a row denote diferences

(p<0.05) between the mean values according to Tukey’s test.
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA

Comindde Efica S
S S UNIVERSIDADE FEDERAL DE
et 5% PERNAMBUCO CENTRO DE %"fﬂﬂ"“m
— -] CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTAMCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Bicatividade de gel de quitosana enriqueckds com nanopariculas para conservagao de

frutos
Pesquisador: Matalia Ferréo Castels Branco Melo
Area Tematica:
VersBo: 1

CAAE: 42615415.2.0000.5208
Institulgio Proponente: CENTRO DE CIERCIAS D& SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAD

Tipo de Notificagio: Envo de Relatdno Final
Detalhe:

Justificativa: A pesquiss intitulads "Bioatividade de gel de quitcsana enriquecida com
Data do Envio: 20012016

Situagho da Notificagdo: Parecer Consubstanciado Emitida
DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1400455

Apresentacio da Motificagio:
A notificagao fol spresentada para avaliagdo do relatdrio final da pesgquisa.

Objetive da Motificagao:
0 pesquizador solicita a aprovagao do relatdrio final da pesguisa.

Emderogo: A da Engenharia sin® - 1% andar, sala 4, Prédio do CCE

Bairre: Cidade Universitina CEP: 50.7a0-600
UF: PE Munmiciplo: RECIFE
Telahone: [B1)2126-2588 E-mail: cepocsfiuipe.br

FPagna [ da @@
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Gomiie gz Bl 88 UNIVERSIDADE FEDERAL DE
pmPoRauEs =5 PERNAMBUCO CENTRO DE %Maw -

Envalvendo

geres Humanoe TR CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Continuache 20 Parecer: 1400420

Avaliagao dos Riscos e Beneficlos:

O TCLE fol apresentado no projeto Inicial com Riscos e Beneflclos e devidamente utilizados pelo
pesquisador.

Comentérios e Consideragdes sobre a Notificagdo:
A notificag3o fol apresentada com o relaténo & a mesma esta adequada, sendo que o (s) membro (0s) da
pesquisa ter(em) participado (s) e foram Indicados resultados e conclusio.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
Os termos foram considerados adequados.

Recomendacbes:
s/recomendagao

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado

Consideragdes Finals a critério do CEP:
O Relatdrio Final fol analisado e APROVADO pelo colegiado do CEP.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Arquivo Postagem Autor Siuacio
Envio de Relatério |RELATORIO_FINAL docx 20/01/2016 |Nataka Ferrao Acsito
Final 12:23:27 |Castelo Branco Meio
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Endorego: Av. da Engenharia s/n® - 1* andar, sala 4, Prédio do CCS

Balrro: Cidade Universitana CEP: 50.740.600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126.8588 E<mall: cepocsfuipe.tr

Pagna (G de @
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Comiré de Erica s UNIVERSIDADE FEDERAL DE

nienert 8% PERNAMBUCO CENTRO DE w
:;ar?.—r-: ‘rlumr.sn"m = GIENGIAS DA SAUBE UFEE-

Continuache 20 Parecer: 1400430

RECIFE, 02 de Fevereiro de 2016

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)

Endeorego:  Av. da Engenharia w/n® - 1* andar, sala 4, Prédio do CCS
Balrro: Cidade Universitana CEP: 50.740-800

Telefone: (81)2126-8588 E<mall: cepocsDutpe.tr
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