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RESUMO

A acerola é uma fruta de significativa importancia econémica e nutricional, principalmente,
pelo seu alto teor de vitamina C, porém € bastante perecivel e susceptivel a deterioracdo
microbiana. O uso de coberturas comestiveis a base de gel de quitosana (QTS) tem sido
estudado na conservagéo de frutas, devido a sua acdo antimicrobiana e baixa toxicidade. Essas
propriedades podem ser potencializadas quando a quitosana é modificada quimicamente.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a acdo antioxidante, antibacteriana e a
toxicidade da cobertura comestivel de quitosana/frutose (QTS-F) obtida por reacdo de
Maillard e sua agdo na preservacdo de acerolas. A atividade antioxidante foi analisada pela
capacidade de sequestro do radical livre DPPH e ABTS e através do teste do poder
antioxidante de reducdo do ferro (FRAP). O teste de microdiluicdo foi utilizado para
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) da QTS-F frente a bactérias patogénicas
de origem alimentar. O efeito citotdxico das coberturas preparadas foi avaliado (in vitro)
através do método HET-CAM e pelo ensaio do MTT. Os frutos foram divididos em 4 grupos:
controle negativo (sem tratamento), controle positivo (recoberto com glicerol), e os outros
dois grupos foram cada um imerso por 3 minutos no gel de QTS e na QTS-F. Foram avaliados
0s aspectos fisico-quimicos e a contaminacdo visivel das acerolas (com e sem coberturas)
durante o armazenamento em temperatura ambiente (25°C — 4 dias) e refrigerada (12°C - 12
dias). A cobertura de QTS-F apresentou atividade antioxidante superior a quitosana pura, com
acao antibacteriana potencializada, principalmente para bactérias Gram-positivas, sem
apresentar efeitos citotoxicos, sendo eficaz no retardo da deterioracdo microbiana e da perda
de massa nas acerolas em ambas as temperaturas de armazenamento. Os resultados indicaram
gue a cobertura de QTS-F pode ser uma estratégia promissora para melhorar a qualidade pos-

colheita e aumentar a vida util da acerola.

Palavras-chave: Antibacteriano. Antioxidante. Copolimero. Frutas. Reacdo de Maillard.



ABSTRACT

Acerola is a fruit of significant economic and nutritional importance, mainly due to its high
content of vitamin C, however it is quite perishable and susceptible to microbial deterioration.
The use of chitosan (QTS) based edible coatings has been studied in fruit preservation due to
its antimicrobial action and low toxicity. These properties can be potentiated when chitosan is
chemically modified. Therefore, the objective of this study was to evaluate the antioxidant,
antibacterial and toxicity effects of chitosan/fructose (QTS-F) obtained by Maillard reaction
and its action on the preservation of acerola. The antioxidant activity was analyzed by the free
radical sequestration capacity of DPPH and ABTS and by the antioxidant power reduction
iron test (FRAP). The microdilution test was used to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) of QTS-F against food-borne pathogenic bacteria. The cytotoxic effect
of the prepared coatings was evaluated (in vitro) by the HET-CAM method and the MTT
assay. The fruits were divided into 4 groups: negative control (no treatment), positive control
(glycerol coated), and the other two groups were each immersed for 3 minutes on QTS gel
and QTS-F. Physical and chemical aspects and visible contamination of acerolas (with and
without coverings) were evaluated during storage at room temperature (25°C - 4 days) and
refrigerated (12°C - 12 days). The QTS-F coating presented higher antioxidant activity than
pure chitosan, with antibacterial action potentiated, mainly for Gram-positive bacteria,
without cytotoxic effects, being effective in the retardation of the microbial deterioration and
the loss of mass in the acerolas at both temperatures of storage. The results indicated that
QTS-F coverage may be a promising strategy to improve postharvest quality and increase the
life span of acerola.

Keywords: Anti-bacterial. Antioxidant. Copolymer. Fruits. Maillard reaction.
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1 INTRODUCAO

A acerola (Malpighia emarginata D.C.), é um fruto que se destaca como excelente
fonte de vitamina C, tem sabor e aroma agradaveis, e ainda possui vasta capacidade de
aproveitamento industrial. Tais caracteristicas tém atraido o interesse dos fruticultores,
ganhando importancia econdmica em diversas regides do Brasil (ARAUJO et al., 2014). A
aceroleira apresenta grande potencial de expansdo, pois 0 seu uso atende a varios mercados,
como 0 consumo in natura, industria de sucos, e industria farmacéutica (ALMEIDA et al.,
2014).

O Brasil € o maior produtor, consumidor e exportador de acerola do mundo
(CAVICHIOLI et al., 2014). O Nordeste brasileiro, devido as condicGes de solo e clima, é a
regido do pais onde a acerola melhor se adapta. Entre os Estados produtores dessa cultura,
Pernambuco se sobressai, sendo responsavel por 25% da safra nacional (FIGUEIREDO
NETO et al., 2014).

Embora a maior parte da producdo de acerola seja vinculada ao setor agroindustrial,
parte consideravel dos frutos ndo € aproveitada, em virtude da sua alta perecibilidade. Além
disso, as frutas tém sua comercializacdo in natura dificultada a longas distancias, por se
deteriorarem em poucos dias (ARAUJO et al., 2017). O padrdo climatérico da acerola é um
fator que acelera sua senescéncia pos-colheita e a perda de umidade € bastante significativa
nos primeiros dias de conservacdo, tornando os frutos mais suscetiveis a alteracdes
microbiologicas (MAZARO et al., 2015).

Atualmente, o controle da deterioracdo microbiana é feito por meio de produtos
quimicos que, além de contribuir para o desenvolvimento de resisténcia aos patdgenos,
apresentam ainda, risco de contaminacdo ao ambiente, aos frutos e aos seres humanos
(PEIXINHO; RIBEIRO; AMORIM, 2017). Desse modo, se faz necessario o desenvolvimento
de coberturas bioativas a base de protetores naturais com acdo antimicrobiana, com
capacidade de retardar o amadurecimento da fruta, e estender a vida util, mantendo a
qualidade global do produto e simultaneamente, de apresentar auséncia de toxicidade ao
organismo humano e ao meio ambiente (LI et al., 2018).

A quitosana (QTS) tem se mostrado uma alternativa bastante utilizada na producéo de
coberturas comestiveis. Trata-se de um copolimero natural composto por unidades p-1,4-D-
glucosamina ligadas a N-acetilglucosamina que é encontrado na parede celular de fungos ou
extraido a partir da desacetilacdo termoquimica da quitina presente no exoesqueleto de
crustaceos (SINGH; SHITIZ; SINGH, 2017). Devido as suas caracteristicas bioldgicas
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especificas, como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, atividade
antimicrobiana, existem diversas aplicacdes da quitosana em coberturas comestiveis, isolada
ou associada com outros polimeros ou substancias antimicrobianas, ou ainda na forma do
polimero modificado quimicamente (MOHAMMADI; HASHEMI; HOSSEINI, 2016).

Entre as estratégias utilizadas para modificacdo da quitosana, uma das mais comuns é
a substituicdo dos grupos amino da molécula por residuos especificos, que podem conferir a
quitosana caracteristicas desejadas. Carboidratos, principalmente mono e dissacarideos, tem
sido amplamente utilizados para realizar esta modificacdo, uma vez que sdo simples e de
baixo custo. A introducdo de carboidratos pode ser feita por diferentes reacGes quimicas,
incluindo a reacdo de Maillard (GULLON et al., 2016).

A reacdo de Maillard (RM), também denominada escurecimento ndo enzimatico, é
uma reacdo que envolve a condensacao entre um grupo amino de aminoacidos, peptideos ou
proteinas e um grupo carbonila de agUcares redutores, aldeidos ou cetonas, sendo uma das
principais reacdes que ocorrem em alimentos processados. Assim, a presenca de grupamentos
amino livres na quitosana permite que ela participe da RM. Além disso, pesquisas apontam
que os produtos da reacdo de Maillard (PRM) contribuem para a formacao de sabores, e tem
efeitos antioxidantes e antimicrobianos (GULLON et al., 2016).

Portanto, mediante o reconhecido potencial biologico da quitosana, e considerando a
sua modificacdo pela RM bastante promissora, especialmente para a industria de alimentos,
devido a melhoria tecnologica, o presente estudo tem como objetivo avaliar a acgdo
antioxidante, conservadora e a toxicidade de cobertura comestivel de quitosana/frutose na

preservacao de acerolas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Acerola (Malphigia emarginata D. C.)

A acerola (Malphigia emarginata D. C.), também denominada “cereja tropical”, € uma
fruta originaria das Antilhas, norte da América do Sul e América Central (CARVALHO et al.,
2017). Permaneceu frutificando em terras americanas sem despertar muita atencéo, entretanto,
a partir da década de 40 se agucou o interesse e 0s estudos sobre suas potencialidades
econdmicas, pelo alto teor de vitamina C encontrado na fruta que pode chegar a 5 g/100 g de
polpa, correspondendo a 80 vezes a quantidade presente em laranjas e limbes (MORAES
FILHO et al., 2013).

Além disso, a acerola é fonte de pro-vitamina A, vitaminas do complexo B, e minerais
como calcio, ferro e fésforo (EMBRAPA, 2013). O fruto da aceroleira € uma drupa de
tamanho, formas e pesos variaveis. A casca € fina e delicada, com tamanho de 1 a 2,5 cm de
diametro, e peso de 3 a 15 g. Em relacdo a cor, os frutos maduros podem apresentar diferentes
tonalidades, desde o amarelo ao vermelho intenso ou roxo. Seu sabor varia de levemente
acido a muito acido. Trata-se de um fruto climateérico, ou seja, pode amadurecer na planta ou
depois da colheita, quando colhido imaturo (FIGUEIREDO NETO et al., 2014).

A cultura da acerola no Brasil teve inicio na década de 50, sendo introduzida em
Pernambuco pela Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), procedente de Porto
Rico. Devido a uma boa adaptacdo as condi¢des de clima tropicais e subtropicais, a cultura
propagou-se por quase todos os Estados, exceto a regido Sul, por causa das baixas
temperaturas no inverno (RITZINGER; RITZINGER, 2011).

A érea destinada ao cultivo da acerola no Brasil é de aproximadamente 10.000 ha e a
produtividade média corresponde a 29 t/ha/ano, sendo assim, estima-se que o Brasil produz
cerca de 300.000 toneladas ha/ano. Destacam-se os Estados da Bahia, Ceara, Paraiba e
Pernambuco, que juntos detém 60% da producgdo nacional (FURLANETO; NASSER, 2015).
A comercializacdo de acerola no mercado interno brasileiro esta distribuida de forma que 46%
destinam-se a industria de processamento e 54% destinam-se ao mercado de consumo da fruta
fresca (EMBRAPA, 2017).

A aceroleira tem atraido o interesse dos fruticultores ndo apenas da Regido do
Submédio Sao Francisco, como de outros polos agricolas, em virtude da procura cada vez
maior por essa fruta para a extracdo da polpa. Além desse uso, a acerola também entra na

fabricacéo de licores, geleias, doces em calda e em pasta, sorvetes, chicletes e bombons. Pode
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ainda ser consumida in natura, sob a forma de suco natural, ou como fonte enriquecedora de
vitamina C quando associada ao consumo de outras frutas (EMBRAPA, 2017).

A importancia econémica da acerola é prejudicada pela auséncia de boas préaticas no
manuseio, transporte e estocagem, aliada a alta perecibilidade e a falta de infra-estrutura para
Seu processamento e conservacdo, que sdo responsaveis por elevadas perdas, chegando a
atingir até 40% da produgdo (CHITARRA e CHITARRA, 2005; SOUZA et al., 2017,
REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2018). Os frutos das principais cultivares produzidas na
regido nordestina possuem vida pés-colheita entre 14 a 21 dias, se colhidos no estadio de
maturacdo ideal e mantidos a temperatura entre 8°C-12°C, dificultando a comercializagéo de
acerolas in natura, tanto no mercado local, como em mercados mais distantes (EMBRAPA,
2016).

O controle da deterioracdo pos-colheita em acerola geralmente é feito através da
aplicacdo de agrotoxicos, sobretudo os fungicidas. Porém, a maior resisténcia dos patogenos,
bem como os impactos nocivos desses produtos ao meio ambiente e a saude, tem aumentado a
demanda por novas alternativas de controle (RIBEIRO; SERRA; ARAUJO, 2016). Neste
contexto, produtos naturais disponiveis comercialmente tém sido pesquisados com esta
finalidade, por apresentarem baixa toxicidade ao homem e ao ambiente, melhorarem
caracteristicas fisiologicas dos vegetais e ainda possuirem, em alguns casos, a capacidade de
ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas tratadas (RIBEIRO; SERRA; ARAUJO,
2016). Muitos agentes naturais sdo citados na literatura como capazes de manter a qualidade
de frutos pds-colheita, a exemplo da quitosana (VESPUCCI; CRUZ; TEIXEIRA, 2018).

2.2 Quitosana — Caracteristicas e propriedades

Quitosana € um polissacarideo catiénico, cuja estrutura é formada por um copolimero
de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose unidos por
ligacbes R1-4 glicosidicas (como observado na figura 1) e de composicdo variavel em funcéo
do grau médio de desacetilacdo e da massa molar (ABREU et al., 2013; MORAES et al.,
2017). Esta presente na parede celular de alguns fungos, e de modo mais comum, é obtida
como produto da desacetilacdo da quitina que se encontra no exoesqueleto de crustaceos e
insetos (SAHARIAH; MASSON, 2017; SINGH; SHITIZ; SINGH, 2017).

:lf | OH
NH lth

MH- ro CH; NH-CO-CH, NH,
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Figura 1 - Estrutura molecular da quitosana (THARANATHAN; KITTUR, 2003).

A quitosana caracteriza-se por possuir grupos aminicos livres, ser soldvel em meios
acidos, pH inferiores a 6,2, sendo os &cidos acético, férmico e citrico 0os mais utilizados na sua
solubilizacdo. Além disso, tem a capacidade de aderir-se a superficies carregadas
negativamente, podendo agregar-se a compostos polianiénicos e a ions metalicos. Assim,
tanto a solubilidade em solugdes acidas quanto a agregacdo com polianions lhe atribuem
aplicabilidades anicas, tais como antimicrobiano, cicatrizante, carreador de farmacos
(PAULINO, 2006; HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; KNIDRI et al., 2018).

No que se refere as suas propriedades fisico-quimicas, este polimero pode variar em
distribuicdo de massa molar, contetdo de impurezas e em grau de desacetilacdo de 50 a 95%,
dependendo da fonte e do método de preparacdo. O grau de desacetilacdo (GD) € uma
propriedade quimica muito importante da quitosana, sendo um parametro que expressa o
conteldo médio de residuos acetilados presentes nas suas cadeias, e que pode influenciar as
suas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas. Do ponto de vista quimico, o GD da
quitosana exerce influéncia sobre algumas de suas propriedades, dentre elas, a
hidrofobicidade, capacidade de reticulacdo na presenca de determinados agentes reticulantes,
solubilidade e viscosidade de suas solugdes (GONCALVES et al., 2011).

A quitosana tem sido explorada em diversas areas, como na industria alimenticia,
farmacéutica, cosmetologia, agricultura, tratamento de agua, entre outras. Esse polimero vem
sendo utilizado na forma de filmes, géis, esfera, micro/nanoparticulas e membranas, pois
apresenta propriedades como a bioatividade, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
bioadesividade, baixa toxicidade e atividade antimicrobiana (TAKAKI, 2015; RAMEZANI;
ZAREI; RAMINNEJAD, 2015; MUXIKA et al., 2017).

Vaérios estudos demonstram a eficacia da quitosana como agente antimicrobiano em
espécies patogénicas como Rhizopus stolonifera (HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2008),
Nigrospora sphaerica e Fusarium culmorum (XING et al., 2016), Escherichia coli (JEONG
et al., 2011), Pseudomonas aeruginosa (OKAWA et al., 2003), Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Salmonella spp. (FERNANDEZ-SAIZ et al., 2010), Streptococcus
mutans (CHAVEZ DE PAZ et al., 2011), as quais causam doencas em plantas e/ou
deterioracdo pds-colheita de frutas e vegetais (WANG et al., 2017). O efeito da quitosana
frente as bactérias, fungos e leveduras é influenciado por muitos fatores, incluindo o tipo de
microrganismo, grau de desacetilacdo da quitosana, massa molecular, concentracdo do

polimero, caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas, estado fisico, solubilidade em &gua, e
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fatores fisico-quimicos como forca ibnica, pH e temperatura do meio (HOSSEINNEJAD;
JARAFI, 2016).

Na literatura sdo sugeridas explicacdes no intuito de elucidar o mecanismo de acéo
antimicrobiano da quitosana. Diversos autores sugerem que os efeitos estdo associados a
natureza cationica da quitosana, havendo interac@es entre as cargas positivas do polimero com
as cargas negativas dos componentes celulares microbianos. A quitosana pode se ligar a
parede celular afetando sua integridade e permeabilidade, o que resulta em aumento da
permeabilidade celular, com perda de componentes intracelulares. Além disso, reconhece-se
que os efeitos antimicrobianos da quitosana estdo associados a diminuicdo da atividade
respiratoria dos microrganismos e da atividade de algumas enzimas, podendo haver blogueio
da transcricdo do RNA (DOTTO, VIEIRA e PINTO, 2015; ZOU et al., 2015; MARPU,;
BENTON, 2018).

Quitosana de baixa massa molecular apresenta maior solubilidade, fator importante
para reagir com os sitios ativos dos microrganismos. Enquanto que a quitosana com alto grau
de desacetilacdo possui também elevada solubilidade e densidade, aspectos fundamentais para
adesdo desse polimero a célula microbiana (YOUNES et al., 2014).

Outra propriedade relevante da quitosana é a sua capacidade antioxidante. A sua
répida absorcdo pelas células e pelo intestino junto com a sua baixa toxicidade, a torna um
composto promissor para uso como antioxidante natural. A quitosana pode regular e elevar a
atividade das principais enzimas antioxidantes (superdéxido dismutase, glutationa peroxidase e
catalase), além de reduzir peroxidacdo lipidica (XIA et al., 2011). Younes et al. (2014)
evidenciaram elevada acdo antioxidante da quitosana e sua atividade antitumoral frente a
células de cancer de bexiga, encontrando relagdo dose dependente e maior eficiéncia quando
utilizou-se a quitosana de menor massa molar.

A incorporacdo de constituintes menores nas matrizes de quitosana podem melhorar
consideravelmente a atividade antimicrobiana e algumas propriedades fisico-quimicas, como
a capacidade de formar filmes, biodegradabilidade e barreiras contra o vapor de agua. Dentre
as modificacdes quimicas que tém sido usadas para melhorar as propriedades da quitosana,
estd a reacdo de Maillard (GAO; ZHU, ZHANG, 2013). A RM foi reconhecida como uma
reacdo com boa controlabilidade, sem uso de produtos quimicos sintéticos, e facilidade de
operacdo quando comparada com outros métodos de modificagcbes quimicas (ZHANG;
YANG; ZHAO, 2015; SUN et al., 2017).
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2.3 Quitosana modificada por Reacéo de Maillard

A quitosana é um composto comercialmente interessante com custo relativamente
baixo, porém, tem seu uso limitado devido a sua reatividade e processabilidade. Sua principal
limitacdo é a insolubilidade do polimero em soluc¢des aquosas e em pH neutro a basico, que
afetam suas propriedades bioldgicas, bem como limitam certas aplicacdes na industria
alimenticia e farmacéutica (AMARAL, 2016).

Assim, diversos estudos sdo realizados para preparar quitosana quimicamente
modificada com o objetivo de aumentar sua solubilidade em &gua e em pH neutro a fim de
ampliar sua aplicagdo (HAFDANI; SADEGHINIA, 2011). Derivados de quitosana podem ser
preparados sob condi¢cdes brandas por derivatizacdo quimica de seus grupos funcionais
reativos, como grupo amino, grupos hidroxila primarios e secundarios, que estdo
respectivamente nas posi¢des C-2, C-3 e C-6 (HAFDANI; SADEGHINIA, 2011, XIA et al.,
2010). A modificacdo da quitosana através da formacdo de ligacdes covalentes com 0s grupos
amino reativos é a estratégia mais utilizada para solucionar as limitagdes do polimero. A
modificacdo da quitosana por meio da reacdo com seus grupos hidroxila secundarios requer
mais etapas, como a protecdo dos grupos amino funcionais, para evitar sua modificacdo, que
pode ocasionar reducédo de suas propriedades bioativas (AMARAL, 2016).

Devido a sua natureza hidrofilica, carboidratos, especialmente mono e dissacarideos,
tém sido os compostos preferidos para reagir com a quitosana, promovendo modifica¢fes no
polissacarideo. E estabelecido que substituicdes de 3-20% dos grupos amino levam a um
aumento consideravel da solubilidade em agua da quitosana, mantendo ou adquirindo uma
nova atividade biol6gica, uma vez que 0s grupos amino restantes ndo sdao reativos. A
preparacdo de derivados glicosilados de quitosana envolve, entre outras reacdes, a reacdo de
Maillard (CHANG et al., 2011).

A reacdo de Maillard consiste em uma reagdo entre um grupamento amino livre, de
um aminoacido, peptideo ou proteina, e um composto carbonila, geralmente um acucar
redutor, como glicose, frutose ou lactose (GAO; ZHU; ZHANG, 2013; KAMBOJ et al.,
2015). Essa reacdo ocorre espontaneamente durante o processamento e armazenamento de
alimentos, sendo a principal reacdo responsavel pela transformacdo de precursores em
corantes, e conferindo sabor. A RM pode ser influenciada por muitos fatores, incluindo
concentracdo de reagente, temperatura, tempo de aquecimento, pH inicial, e as caracteristicas
dos reagentes (WU et al., 2014).

A quitosana, por possuir grupos aminos em sua molécula, constitui uma candidata para

participar da reacdo de Maillard. A solubilidade e o rendimento ideais dos derivados de
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quitosana dependem do tempo e temperatura da reacao, e do tipo e da quantidade de sacarideo
utilizados. Pesquisas apontam que a reacdo de Maillard € promissora e facil para a fabricacédo
comercial de quitosanas soltveis em agua (YING et al., 2011)

Os compostos da RM contribuem para a formacdo de sabor especifico e melhora de
propriedades funcionais de alimentos (GAO; ZHU; ZHANG, 2013). Além disso, muitos
estudos demonstraram que os PRM tinham propriedades antioxidantes e antimicrobianas
(BAKRYA et al., 2018). Kanatt et al. (2008) evidenciaram que o complexo de
quitosana/glicose, uma forma modificada de quitosana, apresentou atividade antioxidante
superior em comparagdo com a quitosana/glicose sozinhas.

Os conjugados de acUcar-quitosana tém sido considerados como um tipo de
biopolimero funcional com potencializacdo das propriedades antimicrobianas e antioxidantes
do polimero ndo conjugado. PRM de quitosana-glicose exibiram atividade antibacteriana
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens e Bacillus cereus
(JIANG; FENG; LI, 2012; KANATT et al., 2008; RAO et al., 2011). Estudos mostraram que
0s PRM entre a quitosana e acUcares redutores foram promissores conservantes antioxidantes
e antibacterianos para armazenamento de alimentos (LI et al., 2014).

Adicionalmente, PRM de quitosana-xilose apresentaram atividade antioxidante,
propriedade quelante de cobre e bom efeito inibitorio da polifenol oxidase (ZHU et al., 2013).
Reacdes de glicose-arginina, valina-histidina, glutationa-glicose ou frutose, caseina-glicose,
ribose-lisina e frutose-lisina, também tém sido associadas a formacdo de compostos com
atividade antioxidante (VHANGANI; WYK, 2013; LI et al., 2014).
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3 HIPOTESE

A quitosana apresenta grupamentos aminas que reagem com agucares redutores, como
a frutose, e que por tratamento térmico resultard num produto da reacdo de Maillard e dessa
forma terd suas a¢Oes antioxidante e antimicrobiana potencializadas por modificacdo quimica
em sua estrutura polimérica. Assim, o conjugado quitosana-frutose ao ser aplicado como
cobertura comestivel na acerola ird promover a protecdo do fruto contra microrganismos

deteriorantes e consequentemente estendera a vida de prateleira da acerola.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Avaliar a agdo antioxidante, antibacteriana e a toxicidade de cobertura comestivel de
quitosana/frutose e sua acdo na preservacdo de acerola (Malphigia emarginata D. C.).

4.2 Obijetivos Especificos

e Preparar as coberturas comestiveis de quitosana/frutose na forma de gel;

e Determinar a biocompatibilidade, toxicidade, acdo antibacteriana e antioxidante das
coberturas comestiveis preparadas a base de quitosana/frutose;

e Verificar o efeito das coberturas comestiveis de quitosana/frutose sobre os parametros

fisico-quimicos das acerolas.
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5 METODOS

5.1 Materiais

As acerolas foram adquiridas na CEASA/PE (Centro de Abastecimento e Logistica de
Pernambuco), e selecionadas de acordo com o tamanho uniforme, cor, e auséncia de infecgoes
visiveis. Para classificacdo dos frutos quanto ao estadio de maturagdo, foi utilizado o grau de
cor da casca, considerando frutos maduros os que apresentavam 100% de coloracéo da casca
vermelha (NOGUEIRA et al., 2002; ADRIANO; LEONEL, 2012). A quitosana foi adquirida
da empresa Sigma® (Lote: STBF8219V, S&o Paulo, Brasil), sendo de baixo peso molecular e
proveniente da desacetilacdo da quitina de crustaceo. Todas as outras substancias necessarias

para a realizacdo do estudo foram obtidas através de fontes comerciais.

5.2 Preparo do conjugado quitosana-frutose por reacéo de Maillard

Inicialmente foi procedida a diluicdo de 1g da quitosana em 100mL de acido citrico a
1%. Apo6s completa solubilizacdo do polimero foi acrescentado 1g de frutose, em agitacao
constante, até a solubilizacdo do monossacarideo. Posteriormente, a solugdo obtida foi
autoclavada a 121°C por 15 minutos para que ocorresse a reacdo de Maillard, dando como
produto final o conjugado quitosana-frutose. Todas as diluicGes foram realizadas através de
agitacdo magnética a temperatura ambiente para completa dispersdo das substancias
constituintes (Adaptado de Gao; Zhu; Zhang, 2013).

5.3 Determinacéo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi realizada separadamente para o gel de quitosana e para o
conjugado quitosan/frutose, 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). As
cepas bacterianas testes utilizadas na atividade antimicrobiana pertencem ao banco de cultura
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)/Departamento de Nutricéo.

Para determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) das substancias estudadas foi
realizada a técnica da microdiluicdo em placas de 96 pocos. A CIM foi considerada como a
menor concentragdo de cada substancia teste em que ndo houve crescimento bacteriano
visivel (ALVES et al., 2008).

As bactérias testadas foram cultivadas em BHI por 24h, a 37°C e em seguida

padronizado o inoculo a 108 UFC/ml (ALVES et al., 2008). Em cada um dos micropogos
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foram inseridos inicialmente a substancia teste cuja concentragdo variou de 0 a 6mg/mL, em
seguida foi adicionado o meio BHI e o indculo de cada bactéria teste, 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, apo6s esse periodo foram adicionados 30uL de resazurina em cada pogo ¢ incubada
novamente a 37°C por 1 hora. A resazurina é um composto indicador de 6xido-redugéo de cor
azul que, na presenca de células vidveis, é oxidado a resofurina, substancia de coloracdo
vermelha (LUZ; FRAGA, 2016). Portanto, a coloragdo azul a violeta indica auséncia de
crescimento bacteriano enquanto que as variacOes de rosa-vermelho indicam a presenca de
células viaveis/crescidas. Depois de 1 hora da aplicacdo da resazurina foi feita a analise da
mudanca da cor e a determinacédo da CIM, considerada como a primeira concentragdo na qual
ndo houve crescimento visivel (cor azul-violeta).

Para o controle de esterilidade foram adicionados separadamente 100uL do meio e
100uL da substancia teste e para o controle de crescimento/viabilidade das cepas microbianas

testes 80uL do meio + 20 puL do indculo.

5.4 Determinacdo da toxicidade das coberturas comestiveis obtidas

5.4.1 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 o gel de quitosana/frutose na concentracdo CIM que foi utilizado
como cobertura comestivel nas acerolas.

O teste foi feito no décimo dia de incubacdo dos ovos fecundados. Inicialmente, o
reservatorio acima do espaco aéreo do ovo foi removido. A membrana corioalantéide do ovo
foi exposta e umedecida com solugdo salina fisiologica a 0,9%. Uma aliquota de 200 pL da
substancia testada foi aplicada na membrana corioalantéide. Em seguida, a membrana foi
observada por 5 minutos a fim de identificar sinais de vasoconstricdo, hemorragia e
coagulacdo. O tempo (em segundos) que cada um dos sinais iniciou foi aplicado na seguinte
Equacdo (VARGAS et al., 2007).

(301— hemorrhage)5 | (301—vasoconstriction)? | (301l-ceagulation)?

+ +

300 300 300

Atraveés desta formula foi quantificado o potencial de irritacdo observado. O indice de
irritacdo é determinado de acordo com os valores a seguir: 0.0-0.9, 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).



26

54.2 Ensaio do  3-[45-DIMETILTIAZOL-2-IL]-2,5-BROMETO DE DIFENIL
TETRAZOLICO (MTT)

O efeito citotoxico da cobertura de quitosana/frutose foi avaliado pelo Ensaio MTT, em
leitor de microplaca (Biorad 680, Hercules, Calif., USA), segundo metodologia descrita por
Alley et al. (1988) e Mosmann (1983). Este ensaio consiste em dosagem colorimétrica,
realizada em microplaca, baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-
H-brometodetetrazolium (MTT) em azul de formazan por acdo da enzima succinil-
desidrogenase, detectada apenas em mitocondrias de células metabolicamente ativas.

Foram utilizadas as linhagens celulares Macrofagos de camundongos (RAW 264.7),
Leucemia promielocitica humana (HL-60) e Carcinoma colorretal humano (HCT116). As
linhagens celulares foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro, sendo mantidas em
meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10 % de
soro fetal bovino e 1 % de solucédo de antibidtico (penicilina e estreptomicina). As linhagens
celulares HCT116 (Carcinoma colorretal humano), HL-60 (Leucemia promielocitica humana)
e RAW 264.7 (macrdéfagos de camundongos) foram mantidas em meio de cultura DMEM e
RPMI 1640 suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de solugédo de antibidtico
(penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera
Umida enriquecida com 5 % de CO2.

As células HCT116 e RAW 264.7 (10° células/mL) e HL-60 (3 x 10° células/mL)
foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h. Em seguida 10 pL das
solucdes testes foram adicionadas aos poc¢os na concentracdo final de 100 pug/mL para o gel
de quitosana (10mg/mL) ph 6,0 e para o complexo quitosana-frutose (10mg/mL) ph 6,0. O
farmaco doxorrubicina (10 pg/mL) foi utilizado como padrdo. Ap6s 72 h de reincubacéo foi
adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubacdo, 0 meio de cultura com o
MTT foram aspirados e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada pogo. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de inibicéo foi
calculada no programa GraphPad Prism 7.0 demo. Para determinacdo da toxicidade foi usada
uma escala de intensidade, sendo considerado toxico as amostras com atividade inibitoria
entre 95 a 100 %, com atividade moderada as que apresentaram inibicdo variando de 70 a
90% e ndo toxica as com inibicdo menor que 50 % (RODRIGUES et al., 2014; FREIRE et al,
2016).
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5.5 Determinacao da atividade antioxidante das coberturas comestiveis obtidas

5.5.1 Ensaio de elimina¢do do radical DPPH

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH foi determinada segundo
metodologia descrita por Rufino et al. (2007). Inicialmente 0,1 mL de cada amostra foi
misturado a 3,9 mL do radical DPPH. Como branco foi utilizado uma solucdo de agua
destilada e &cido citrico. Apds 30 minutos de estabilizacdo da reacdo, foram realizadas leituras
espectrofotométricas no comprimento de onda de 515 nm. O percentual de inibi¢do do radical

livre DPPH pelas substancias teste foi calculado conforme a equagéo 2 (JUNG et al., 2014).

Inibi¢&o do radical DPPH (%) = (Av— Aa/ Ap) x 100 (Eq. 2)
Onde:
A = absorbancia da amostra + solugéo de DPPH

Ap = absorbancia do branco controle sem a amostra

5.5.2 Poder antioxidante de reducédo do ferro (FRAP)

O poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) foi determinado de acordo com o
método proposto por Rufino et al. (2006), com pequenas modifica¢Bes. Este método baseia-se
na redugdo do ion férrico (Fe*") para ion ferroso (Fe?*) na presenca da quitosana e da
quitosana modificada, formando um complexo azul (Fe? */TPTZ). Em ambiente escuro, 90 pL
das amostras diluidas foram adicionadas a 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente
FRAP. Ap6s homogenizacdo, as amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C por 30
minutos, em seguida foram colocadas em microplacas de 96 pocos, sendo a leitura realizada
em leitor de microplaca no comprimento de onda de 595 nm. As determinaces foram

realizadas em triplicata. A maior absorbancia indicou maior poder redutor.

5.5.3 Atividade de eliminacdo do radical ABTS

A capacidade de captura do radical 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS) foi avaliada segundo metodologia descrita por Rufino et al. (2007), com
pequenas modificagdes. Inicialmente foi preparada uma solucdo de ABTS 7 mM, a qual foi
adicionada uma solucdo de persulfato de potassio 2,45 mM. A mistura foi mantida a
temperatura ambiente e na auséncia de luz por 16 horas, para formacdo do radical ABTS.

Uma aliquota de 30 pL de cada substancia teste previamente diluida foi adicionada a 3 mL da
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solucdo ABTS. Apds 6 minutos de incubacdo no escuro, foram realizadas leituras
espectofotométricas das amostras no comprimento de onda 734 nm. O percentual de inibicdo
do radical livre ABTS pelas substancias teste foi calculado de acordo com a equacdo 3.
(CHEN et al., 2015).

Inibi¢do do radical ABTS (%) = [1 — (Aa— Av/ Ac)] x 100 (Eq. 3)

Onde:

A, = absorbancia da amostra + solucdo de ABTS

Ay = absorbancia da amostra sem a solugdo do ABTS

A = absorbancia do branco controle sem a amostra

5.6 Preparacao das coberturas comestiveis para aplicacao nos frutos
Os frutos receberam dois tratamentos distintos: gel de quitosana diluido em acido
citrico, e gel de quitosana/frutose (figura 2). O gel de quitosana/frutose foi utilizado na

concentracdo inibitoria minima determinada pela atividade antimicrobiana.

Figura 2 - Aspecto visual do gel de quitosana-frutose (A) e do gel de quitosana (B). Fonte:
Autor, 2018.

5.7 Efeito das coberturas comestiveis sobre os parametros fisico-quimicos das acerolas
Os frutos maduros (100% de coloracdo da casca vermelha) foram previamente
selecionados de acordo com a sua integridade, e auséncia de danos fisicos, fissuras e
contaminagdo microbiana visivel. Os mesmos foram lavados em &gua corrente e sanitizados
por imersdao em solucdo de hipoclorito de sddio (1% v/v) durante 15 minutos, lavados com

agua potavel e deixados para secar durante 1 hora a temperatura ambiente. As acerolas foram
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distribuidas aleatoriamente em quatro grupos. Um grupo foi o controle negativo, com
auséncia de cobertura comestivel nas acerolas. O segundo grupo foi mergulhado em solucéo
contendo 1% de glicerol. O terceiro grupo foi mergulhado em solugdo de quitosana, e 0
altimo grupo foi mergulhado na solugdo de quitosana-frutose na concentracdo de CIM. O
tempo de imersdo de todas as amostras foi de 3 minutos.

Ap0s secarem, as acerolas foram colocadas em recipientes de polietileno com tampa,
sendo armazenadas durante o periodo de 4 dias a temperatura ambiente (25°C), e durante o
periodo de 12 dias a temperatura de refrigeracdo (12°C). Durante esse periodo foram
realizadas analises fisico-quimicas nos dias 0, 2, e 4 para os frutos a temperatura ambiente. E
para os frutos armazenados sob refrigeracdo os dias de anélise foram: 0, 4, 8 e 12 (Adaptado
Vasconcelos de OLIVEIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2012).

As frutas foram avaliadas quanto ao: pH, acidez total titulavel, sélidos sollveis, perda
de peso, parametros de cor, de acordo com normas preconizadas pela AOAC (2012), e

percentual de decomposic¢éo (GOL et al., 2013).

5.7.1pH
O pH foi determinado por pHmetro digital da marca MICRONAL B474 (Método

981.12), sendo verificado diretamente na amostra.

5.7.2 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 solu¢do de NaOH 0,1N, utilizando
um pHmetro digital (MICRONAL B474) (Método 920.149). Os resultados foram expressos

em percentual de &cido citrico.

5.7.3 Solidos solaveis
O teor de solidos soluveis (SS) foi determinado por meio da leitura em refratbmetro de

bancada modelo MODEIlausJENA, com os resultados expressos em °Brix (Método 932.12).

5.7.4 Parametros de cor
A coloracéo da acerola foi determinada utilizando-se um colorimetro (MINOLTA Co.,
Osaka, Japdo), calibrado em superficie de porcelana branca, que calcula a cor do espectro de

reflectancia. As leituras foram expressas no modulo L*a* b* que, segundo a CIE
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(Commission Internacionale de L’Eclaraige), definem a cor: L* a luminosidade, a* a

intensidade da cor vermelha e verde e b* a intensidade da cor amarela e azul.

5.7.5 Perda de peso

A perda de peso foi medida durante todo o intervalo de tempo de armazenamento das
acerolas e calculada de acordo com o preconizado por Meng et al. (2008). As acerolas foram
pesadas no dia da aplicacdo das coberturas e a cada 2 (temperatura ambiente) e 4 dias
(refrigeracdo), 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

relacdo ao peso inicial das frutas (peso referente ao dia da aplica¢ao da cobertura).

5.7.6 Percentual de decomposicéo

O ndmero de frutas com sinais de decomposicdo visiveis devido a infeccbes por
microrganismos foi calculado através da divisdo do numero inicial de frutas pelo nimero de
acerolas em decomposicdo multiplicado por 100. Os resultados foram expressos em

porcentagem, conforme Gol et al. (2013).

5.8 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por meio de estatistica descritiva (média e
desvio padrao) e testes inferenciais (ANOVA seguido pelo teste de Tukey) para determinacéo
das diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os tratamentos aplicados, sendo
utilizado o software SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago, USA). Os resultados foram expressos

como a média estimada + desvio padrao.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Atividade Antibacteriana

A crescente demanda dos consumidores por alimentos isentos de agroquimicos tem
direcionado as pesquisas para produtos de origem natural com agédo antimicrobiana (MIRA,;
CARVALHO FILHO; VIOLA, 2015). Na literatura, ¢ bem documentada a acdo
antimicrobiana da quitosana contra fungos e bactérias (PAIVA et al., 2014). Essa agdo
depende de varios fatores, entre eles, o tipo de quitosana, grau de desacetilagdo, massa
molecular, pH do meio e microrganismo envolvido (HOSSEINNEJAD; JARAFI, 2016).

O resultado da CIM do conjugado quitosana-frutose para bactérias patogénicas
veiculadas por alimentos encontra-se na tabela 1. O gel de quitosana/frutose apresentou os
melhores resultados para S. aureus e L. monocytogenes (3mg/ml), bactérias Gram-positivas. E
0s maiores valores de CIM para Salmonella spp. e E. coli, bactérias Gram-negativas. Alguns
autores relatam que a quitosana possui efeito antimicrobiano em menores concentracdes
contra bactérias Gram-positivas em relacdo as bactérias Gram-negativas. 1sso se deve as
diferentes caracteristicas da superficie bacteriana, que no caso da bactéria Gram-negativa
apresenta uma membrana externa lipopolissacaridica a parede celular, enquanto as Gram-
positivas apresentam acidos teicoicos na superficie da peptideoglicana que possibilita o
carreamento de moléculas carregadas positivamente pela parede celular (MELO et al., 2018).

Entretanto, outros estudos referem que a acdo antimicrobiana da quitosana é melhor
contra bactérias Gram-negativas (LI et al., 2010). Esse tipo de bactéria apresenta uma
membrana constituida principalmente de lipopolissacarideos contendo fosfato e pirofosfato,
0s quais conferem uma densidade de cargas negativas superior a observada nas bactérias
Gram-positivas (parede celular composta de peptideoglicanos). A maior densidade de cargas
negativas favorece a ligacdo da quitosana a célula microbiana, causando vazamento do
material intracelular e, portanto, maior efeito inibitério (MELO et al., 2018).

Estudos mostraram que os PRM de quitosana exibem melhor atividade antibacteriana
em comparacao com a propria quitosana (LUO, et al., 2013; ZHANG; YANG; ZHAO, 2015).
PRM de quitosana-frutose e de sistemas modelo de xilano-quitosana apresentaram atividade
antibacteriana potencializada contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli do que a
quitosana isolada (ZHANG; YANG; ZHAO, 2015; WU et al., 2014). A adicdo do complexo
de quitosana-glicose a carne de cordeiro aumentou o tempo de armazenamento em mais de
duas semanas durante o armazenamento refrigerado (KANATT; CHANDER; SHARMA,
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2008). A quitosana-glucosamina exibiu atividade antibacteriana aumentada contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli quando comparada com a quitosana soltvel em
acido (CHUNG; KUO; CHEN, 2005).

No estudo de Sun et al. (2017) quitosana-glicose e quitosana-maltose exibiram melhor
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus do que a Escherichia coli, e a
quitosana-glicose apresentou atividade antibacteriana mais efetiva. Sugere-se que a razéo da
atividade inibitoria da quitosana em relacdo as bactérias é que os grupos amino policatiénicos
interagem com o0s componentes predominantemente anibnicos na superficie bacteriana e
alteram a permeabilidade da membrana, em outras palavras, a atividade antibacteriana da
quitosana esta fortemente associada ao grupo amino cationico (NH3*). Os grupos amino de
quitosana foram parcialmente consumidos durante a RM, mas, curiosamente, os produtos da
RM de quitosana solluvel em &agua foram relatados como tendo uma melhor atividade
antibacteriana do que a quitosana sozinha por causa da melhor solubilidade em &gua da
quitosana que pode possibilitar uma melhor internalizacdo da molécula na célula bacteriana
(SUN et al., 2017).

Tabela 1 — Concentracéo inibitoria minima (CIM) do gel de quitosana e do gel de quitosana-

frutose.
Bacteéria Gel de quitosana Gel de quitosana-frutose
(mg/mL) (mg/mL)

E.coli 50 50
Salmonella spp. 6,0 4,0

P. aeruginosa 5,0 4,0

S. aureus 4,0 3,0

L. monocytogenes 6,0 3,0

6.2 Toxicidade da cobertura comestivel por HET-CAM e MTT

6.2.1 Teste de citotoxicidade da membrana coriolantdide 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 comparado com o0s
testes tradicionais in vivo (VARGAS et al., 2007; SAW et al., 2008; AMEEDUZZAFAR et

al., 2017). Os efeitos agudos induzidos por uma substancia teste sobre 0s vasos sanguineos e
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proteinas da membrana coriolantdide sdo propostos para mimetizar o teste Draize do olho do
coelho, por ser similar as membranas de mamiferos. Contudo, o HET-CAM apresenta a
vantagem de ser mais universalmente aceitadvel como um teste ndo animal. As leis que
regulam a experimentacdo animal permitem a utilizacdo de embrides de galinha com até 10
dias de fecundacdo sem a autorizagdo dos comités de experimentacdo animal, sendo o teste de
HET-CAM considerado um ensaio in vitro (BAGLEY et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2018).

O ensaio foi realizado para analise de efeitos inflamatorios e vasculares causados pelo
gel de QTS-F, tendo como padrao de irritacdo o lauril sulfato de sédio 1%. Nao foi observada
nenhuma mudanga na membrana coriolantdide do embrido, sem sinal de ocorréncia de
hemorragia, vasoconstricgdo e coagulacdo (Figura 3). Resultado semelhante foi encontrado
para o sistema quitosana-dextrano (CHAVAN et al., 2017).

Figura 3 — Resultado do HET-CAM ap0s 5 minutos de exposic¢ao ao soro fisiologico (A), ao

gel de quitosana/frutose (B) e ao lauril sulfato de sodio (C). Fonte: Autor, 2018.

No presente estudo, o gel de QTS-F mostrou-se ndo-irritante conforme o HET-CAM,
0 que possibilita seu uso em alimentos e consequentemente para consumo humano. Com
relacdo ao gel de quitosana, ja € um consenso na literatura que seu uso é seguro e ndo-tdxico
ao organismo humano. De acordo com Fai et al. (2008), 18g de quitosana por quilograma de
massa corporal ndo mostra qualquer sinal de toxicidade, o que também viabiliza sua utilizacdo
pela industria de alimentos. Paises como Japdo, Italia e a Finlandia aprovaram o uso deste
polimero para fins dietéticos (KEAN; THANOU, 2010).

6.2.2 Ensaio do  3-[4,5-DIMETILTIAZOL-2-IL]-2,5-BROMETO DE  DIFENIL
TETRAZOLICO (MTT)

O MTT € um teste colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular. Desidrogenases
mitocondriais, mais especificamente a succinato desidrogenase, presentes apenas em células

metabolicamente vidveis, clivam o anel de tetrazdlio, transformando-se de um composto de
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coloracdo amarela em um composto de coloragdo azul escuro, chamado de formazan [E,Z- 1-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan], que sdo cristais insoliveis em solucfes aquosas.
Sendo assim, a producdo de formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratdria,
demonstrando a viabilidade celular (MOSMANN, 1983; GRACIOLI et al., 2013).

Tem sido sugerido que alteragdes na funcionalidade mitocondrial podem estar
associadas ao fendbmeno de estresse oxidativo, visto que as mitocondrias constituem o
principal ambiente celular de geracdo de radicais livres (GRACIOLI et al., 2013). O
percentual de inibicdo celular por MTT da cobertura de QTS-F foi inferior a 50% segundo
Rodrigues et al., 2014 e Freire et al., 2016, permitindo classificar a mesma como néo
citotoxica na concentragdo testada (Tabela 2).

Jung et al. (2014) ao analisar a citotoxicidade por MTT dos PRM de quitooligbmero
em ceélulas hepéticas, apontaram viabilidade de 100% para todas as concentracdes testadas
apos 24 h, indicando que os PRM do quitooligdmero ndo eram prejudiciais as células. Tais
resultados corroboram com os encontrados na presente pesquisa para a QTS e a QTS-F com
as células de macréfagos de camundongos (RAW 264.7), Leucemia promielocitica humana

(HL-60) e Carcinoma colorretal humano (HCT116) expostas as substancias teste.

Tabela 2 — Percentual de inibicdo das linhagens celulares de macréfagos de camundongos
(RAW 264.7), Leucemia promielocitica humana (HL-60) e Carcinoma colorretal humano
(HCT116) expostas as substancias testes, gel de quitosana e gel de quitosana-frutose.

% inibig&o celular

Substéncias Teste RAW 264.7 EP HL-60 EP HCT-116  EP
QTS 0,0 0,0 27,50 2,48 10,65 6,22
QTS-F 0,0 0,0 32,06 5,50 0,00 0,00

*EP = erro padréo

6.3 Atividade antioxidante das coberturas comestiveis

6.3.1 Ensaio de eliminacéo do radical DPPH e ABTS

No presente estudo, a quitosana/frutose chegou a apresentar percentual de inibi¢do do
radical DPPH de 60%, ja a quitosana sozinha obteve o maior percentual de 49,4%. Resultados
semelhantes foram encontrados por Wu et al. (2014), onde a maior atividade de eliminacdo de
DPPH dos PRM derivados de sistemas modelo de xilano-quitosana/quitooligbmero/cloridrato
de glucosamina/taurina foi de 65,9%, 63,7%, 46,4% e 42,5%, respectivamente. No estudo de
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Chang, Sung, Chen (2016) as combinacg6es de solucdes de frutose-asparagina-quitosana foram
dotadas de atividade antioxidante contra o radical DPPH, enquanto a quitosana sozinha
mostrou potencial de elimina¢do menor. A boa atividade de eliminagéo de radicais dos PRM
pode ser atribuida as melanoidinas avancgadas, que apresentam alto poder antioxidante através
de uma quebra de cadeia, eliminacdo de oxigénio e mecanismo quelante sem mostrar efeitos
citotoxicos (XIE; XU; ZHANG, 2014).

A tabela 3 mostra que as coberturas testadas exibiram atividade antioxidante de forma
dose dependente, isto €, com o aumento da concentracdo das substancias, houve um aumento
de sua atividade antioxidante, resultado similar a MubarakAli et al. (2018). Em relacdo ao
teste do ABTS, o gel de QTS-F apresentou atividade antioxidante significativamente maior do
que a QTS isolada, com percentual de inibicdo de 97% e 91,7% respectivamente na
concentracdo 10mg/ml. Yen et al. (2008) relatou valores de 79,9-85,2% para quitosana de

crustaceo também na concentragdo 10mg/ml.

Tabela 3 — Percentual de inibicdo do radical DPPH e ABTS pelas coberturas comestiveis:
quitosana (QTS) e quitosana-frutose (QTS-F).

DPPH (%) ABTS (%)
Concentracdo (mg/mL) QTS QTS-F QTS QTS-F
10 49,4 (+0,02)2A 60,0 (+0,10)*A 91,7 (£0,04)** 97,0 (£0,33)"A
5 48,5 (+0,07)28 58,6 (0,04)® 15,6 (+0,12)*® 33,2 (+0,13)"8
2,5 47,8 (£0,05)x¢ 57,9 (0,09)*¢ 12,4 (+0,08)*¢ 18,7 (£0,04)¢

b etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Mann-Whitney.
AC| etras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) pelo teste de tukey.

6.3.2 Poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP)

Sabe-se que o poder redutor € um importante indicador de atividade antioxidante, que
foi utilizado para avaliar as transformacdes de Fe®* para Fe? * na presenca de QTS e QTS-F e
expresso em absorbancia de 595 nm, em que a maior absorbancia indicou maior atividade
redutora (ZHANG; ZHAO, 2015). No presente estudo, a cobertura de quitosana-frutose
apresentou poder redutor significativamente maior (p<0,05) em comparagcdo com a quitosana
pura (Figura 4) em todas as concentra¢des, mostrando uma relagdo dose dependente, ou seja,
guanto maior a concentragdo da cobertura, maior o poder redutor. Bem como no estudo de

Zhang et al. (2016), onde o poder redutor dos PRM de alfa e beta quitosana foram
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respectivamente 0,2093, e 0,2387, e significativamente maior do que alfa e beta quitosana
(0,091 e 0,115). A atividade redutora das solucdes de RM pode ser atribuida a capacidade de
doacdo de hidrogénio da quitosana, que quebrou a cadeia do radical livre e doou um atomo de
hidrogénio. Apds a RM, as pontes de hidrogénio intramoleculares da quitosana foram
destruidas, dessa forma, grupos mais hidroxilas podem ser expostos, resultando em maior
capacidade de doagdo de hidrogénio (ZHANG et al., 2016).

Por outro lado, estudos anteriores sobre conjugados de quitosana-glicose relataram
poder redutor insignificante (KANATT; CHANDER; SHARMA, 2008). Isso pode ser devido
ao grau de desacetilacdo e massa molar da quitosana utilizada no estudo em comparagdo com
a presente pesquisa. Outra possivel explicagdo seria pelas diferengas nas condi¢fes de reagdo
e na concentracdo dos reagentes usados nos estudos (KOSARAJU et al., 2010).

Os resultados discutidos nestes trabalhos refletem a variagcdo dos produtos
intermediarios da reacdo formados, dependendo dos reagentes envolvidos e das condicdes de
reacdo empregadas (KOSARAJU et al., 2010).
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Figura 4 — Poder antioxidante de reducdo do ferro das coberturas comestiveis: quitosana
(QTS) e quitosana-frutose (QTS-F). Fonte: Autor, 2018.
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6.4 Efeito das coberturas comestiveis sobre os parametros fisico-quimicos das acerolas

6.4.1 Analise do pH, sélidos sollveis e acidez total titulavel

A verificagdo dos pardmetros fisico-quimicos durante o armazenamento n&o
refrigerado e refrigerado de acerolas tratadas com glicerol 1%, quitosana, quitosana-frutose ou
sem tratamento esta apresentada nas tabelas 4 e 5. Quanto aos valores de pH neste estudo,
entre os tratamentos, ndo houve modificaces consideraveis (p > 0,05), na maior parte do
armazenamento refrigerado e néo refrigerado. Em temperatura ambiente, o pH variou de 3,38
a 3,62 e em temperatura de refrigeracdo a variacdo foi de 3,42 a 3,54. Estes resultados
corroboram com o estudo de Ferreira et al. (2016), que desenvolveram revestimentos e filmes
comestiveis para estender a vida atil de acerolas, onde ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os valores de pH durante o periodo de armazenamento,
independentemente dos frutos serem revestidos ou ndo. Oliveira et al. (2012) descreveram
valores de pH em acerola variando de 3,13 a 3,50, enquanto Santos et al. (2012) relataram
valores de pH variando de 3,39 a 3,52. Dados semelhantes também foram evidenciados por
Sagar et al. (2013) e Mamede et al. (2009), que relataram que o pH apresentou baixa
variabilidade durante o armazenamento de acerola. Portanto, as variagcdes de pH em acerolas
podem ser atribuidas a variabilidade natural da fruta e ndo aos tratamentos empregados.

No presente estudo, o teor de solidos soltveis (SS) nas acerolas variou de 7,03 a 9,66
°Brix. Estes resultados diferem dos relatados por Brunini et al. (2004) (5,67-8,22 °Brix),
Ferreira et al. (2016) (6,59 a 8,73 °Brix) e Sagar et al. (2013) (média de 6,2 °Brix). Nos
tempos zero (refrigerado e nédo refrigerado) e 12 (refrigerado), o conteddo de sélidos soluveis
ndo diferiu significativamente (p > 0,05) entre as acerolas com e sem coberturas comestiveis
de quitosana. No entanto, no 4° e 8° dia de analise foram verificadas diferengas significativas
(p< 0,05) entre os valores de SS das acerolas com e sem cobertura mantidas sob refrigeracéo.

Alguns autores tém encontrado teores de SS para acerolas maduras, variando de 7,47 a
8,73 °Brix (MUSSER et al., 2004) e 6,2 a 8,1° Brix (NASSER; ZONTA, 2014). Os valores de
SS para acerolas do nordeste podem variar de 5 a 12 °Brix, sendo a média em torno de 7 a 8
°Brix. A chuva ou o0 uso de irrigagdo excessiva, muitas vezes, reduz o conteudo de agucares.
As variacGes numa mesma espécie sdo decorrentes de fatores diversos como cultivares, tipo
de solo, condigdes climaticas e praticas culturais (CHITARRA; CHITARRA, 2005; MACIEL
et al., 2010).
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Tabela 4 — Média dos valores dos parametros fisico-quimicos das acerolas armazenadas em
temperatura ambiente (25°C) por 4 dias.

Dias de armazenamento

0 2 4

pH

Controle 3,54 (+0,03)*® 3,42 (0,000 *
Glicerol 3,53 (+0,00)28 3,38 (+0,00)*A *
QTS-F 3,48 (+0,01)*# 3,51 (+0,01)*B 3,53 (+0,00)*®
QTS 3,47 (+0,01)* 3,49 (x0,00)** 3,62 (+0,00)%®
Sélidos soluveis (°Brix)

Controle 7,9 (0,05 8,86(+0,05)%® *
Glicerol 8,0 (x0,00)A 8,76(0,05)28 *
QTS-F 8,0 (x0,00)*A 9,33(+0,57)%® 7,53 (£0,05)*A
QTS 8,0 (+0,00)28 9,66(+0,57)% 7,03 (0,05)*A
Acidez titulavel (%ac. citrico)

Controle 1,45 (+0,01)*A 1,92 (+0,01)%8 *
Glicerol 1,47 (+0,01)* 1,78 (x0,01)"8 *
QTS-F 1,50 (+0,02)°A 1,54 (+0,04)* 1,55 (+0,02)*
QTS 1,33 (+0,02)°E 1,50 (+0,00)4¢ 1,19 (20,01)A

&d Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
A€ Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
*Frutos descartados devido a presenca de contaminagédo microbiana.

Tabela 5 — Meédia dos valores dos parametros fisico-quimicos das acerolas armazenadas em

refrigeracdo (12°C) por 12 dias.

Dias de armazenamento

Tratamentos 0 a ) 12

pH

Controle 3,54 (+0,03)8  3,42(+0,00)* 3,42 (+0,000*A 3,42 (+0,00)
Glicerol 3,53 (+0,00)8  3,43(+0,00)*A 3,43 (+0,000*A 3,43 (+0,00)*
QTS-F 3,48 (+0,01)**  3,44(+0,01)* 3,54 (+0,01)° 3,43 (+0,00)*
QTS 3,47 (+0,01)*  3,53(+0,03)*8 3,47 (£0,00)% 3,49 (+0,00)*
Solidos solaveis (°Brix)

Controle 7,9 (+0,05)%8  7,20(+0,10)** 7,10 (+0,10°A 7,93 (+0,11)%
Glicerol 8,0 (+0,00)%C  7,46(+0,05)°" 7,56 (+0,05)* 7,96 (+0,05)8
QTS-F 8,0 (x0,000**  9,66(+0,57)°B 7,56 (0,15)* 7,70 (x0,26)*"
QTS 8,0 (+0,00**  9,66(+0,57)°B 7,90 (+0,17)* 7,83 (+0,28)*"
Acidez titulavel (% &c. citrico)

Controle 1,45 (+0,01)**  1,83(+0,01)% 1,80 (+0,01)%® 1,80 (+0,01)%
Glicerol 1,47 (+0,01)**  1,87(+0,01)% 1,80 (+0,01)3¢ 1,78 (+0,04)%
QTS-F 1,50 (£0,02)*8  1,55(+0,00)"C 1,54 (+0,01)°° 1,35 (+0,00)*A
QTS 1,33 (+0,02)°A  1,63(+0,02)® 1,71 (+0,000C 1,34 (+0,00)**

#d Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
A€ Médias seguidas pela mesma letra na linha nio diferem entre si pelo teste de Tukey.
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Os valores de acidez total titulavel (ATT) oscilaram entre 1,33 a 1,92 mg/100 de acido
citrico na presente pesquisa. Valores semelhantes foram verificados em estudos prévios que
avaliaram propriedades de acerola (OLIVEIRA et al.,, 2012; SAGAR et al., 2013). A
cobertura comestivel QTS-F foi a que melhor manteve os valores de ATT nas acerolas em
ambas as temperaturas de armazenamento em comparacdo com a cobertura de QTS. A
diminuicdo da perda de acidez tituldvel em frutas cobertas com quitosana durante o
armazenamento também foi observada em estudos realizados em goiaba e lichia, que sugerem
uma diminuicdo da senescéncia das frutas causada pela cobertura de quitosana (HONG et al.,
2012; PETRICCIONE et al., 2015).

De acordo com Chim et al. (2013), os frutos carnosos como acerola tém como
caracteristica comum a riqueza em acucares e acidez relativamente alta. Ja que a concentracdo
da acidez, geralmente, ndo excede 1,5% a 2%, os resultados encontrados nas acerolas
estudadas mostram a elevada acidez caracteristica da fruta.

O estado de conservacdo de frutas pode ser avaliado pela acidez, importante
caracteristica em relacdo ao sabor, juntamente com os valores de s6lidos soltveis. Em geral,
quando uma fruta passa do estadio de maturacdo para a senescéncia, ocorrem Vvarias reacoes
de decomposicdo, sejam elas por hidrdlise, oxidacdo ou fermentacgéo, alterando dessa forma a
concentracdo dos ions de hidrogénio e, consequentemente, alterando a acidez (SILVA et al.,
2013).

Neste sentido, a cobertura comestivel torna-se uma alternativa para limitar este
processo respiratorio e metabdlico da fruta reduzindo a perda de componentes nutricionais
como os sOlidos sollveis e acidez titulavel. No presente estudo, as frutas tratadas com
cobertura de quitosana/frutose foram as mais eficazes em retardar o consumo de componentes
nutricionais importantes como a acidez titulavel.

6.4.2 Parametros de cor

A coloracdo dos frutos € um importante atributo de qualidade, pois além de contribuir
para uma boa aparéncia, influencia diretamente a preferéncia do consumidor. Durante o
amadurecimento, a maioria dos frutos sofre mudancas na cor, sobretudo na casca (MOTTA et
al., 2015). Os resultados da analise da cor das acerolas ndo refrigeradas e refrigeradas
encontram-se nas tabelas 6 e 7.

Na presente pesquisa, as acerolas em temperatura ambiente, o valor de L* aumentou
do dia 0 em relacdo ao dia 2, sendo observadas diferencas significativas (p<0,05) entre o
grupo controle e os grupos tratados com as coberturas no segundo dia de anélise. E importante

salientar que, das frutas armazenadas em temperatura ambiente (25°C), os controles
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apresentaram contaminacdo microbiana no 3° dia. J& no quarto dia, nas acerolas tratadas com
QTS houve um aumento de L* enquanto no grupo QTS-F houve uma diminui¢do, mas que
ndo foi significativa (p>0,05) em relacdo ao segundo dia de armazenamento.

No armazenamento refrigerado (12°C), o valor de L* aumentou durante o tempo de
armazenamento, porém ndo foram observadas diferencgas significativas (p>0,05) entre os
grupos analisados nos tempos 0, 4 e 8. No 12° dia de armazenamento, houve uma reducéo no
valor de L* das acerolas sem cobertura refrigeradas, diferindo significativamente (p<0,05)
dos demais grupos, mostrando que as coberturas auxiliam na manutencdo da luminosidade
das acerolas.

A perda de agua e o escurecimento superficial sdo um dos responsaveis por ocasionar
a diminuicdo do brilho em frutas sem coberturas comestiveis como pode ser constatado na
presente pesquisa e em outros estudos (BRASIL et al.,, 2012; PERDONES et al., 2012;
VELICKOVA et al., 2013). O escurecimento durante o armazenamento esta associado
também ao maior metabolismo da fruta, onde ocorrem diversas rea¢fes enziméticas e nao
enzimaticas (ADILLETA et al., 2016). Nesse sentido, as coberturas a base de quitosana
produzidas na presente pesquisa atuam diminuindo o processo metabolico das acerolas e
assim evitam o seu escurecimento, o0 que é potencializado em temperatura de refrigeracao.

Os valores de a* ndo diferiram significativamente (p>0,05) entre os tratamentos na
maior parte do armazenamento refrigerado e néo refrigerado. Sendo que, as amostras tratadas
com glicerol apresentaram menor variabilidade para este parametro. Houve uma queda no
valor de a* no 12° dia do armazenamento da acerola controle sob refrigeracdo, com diferenca
significativa em relacdo aos outros tratamentos, devido provavelmente & mudanca da
coloragdo para parpuro escuro.

Quanto ao atributo b*, os valores estiveram no eixo positivo, 0 que indica a leve
presenca da tonalidade amarela. Acerolas revestidas apresentaram valores crescentes de b* no
decorrer do armazenamento em ambas as temperaturas, porém, houve uma diminuicdo dos
valores ao final do 12° de analise para todos os grupos sob refrigeracdo, exceto para o
tratamento glicerol, com destaque para o grupo controle que diferiu significativamente dos
demais grupos, demonstrando maior presenca da tonalidade amarela na casca.

Esses resultados corroboram com os relatados por Jo et al. (2014) que mostraram que
as coberturas comestiveis a base de polissacarideos, como a quitosana, modificam a atmosfera
interna de maca diminuindo as mudancgas na cor da fruta. De maneira geral, as coberturas
comestiveis produzidas mantiveram as caracteristicas da cor das acerolas em relagdo ao grupo

controle.
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Tabela 6 — Efeito das coberturas a base de quitosana e quitosana/frutose sobre a cor
das acerolas armazenadas em temperatura ambiente (25°C) por 4 dias.

Dias de armazenamento

Tratamentos 0 5 4

L*

Controle 30,78 (*1,20)A 31,25 (+0,84)*A *
Glicerol 30,78 (+1,20)*A 34,91 (+1,96)°A *
QTS-F 30,78 (+1,20)%A 38,95 (+0,07)8 38,35 (+0,52)%
QTS 30,78 (+1,20)%A 36,36 (+1,08)*8 39,02 (+0,49)%8
a*

Controle 13,52(+1,17)%A 11,07 (x1,73)* *
Glicerol 13,52(+1,17)* 15,36(+2,59)** *
QTS-F 13,52(+1,17)* 26,05 (+2,66)°B 24,60 (*+1,46)%®
QTS 13,52(+1,17)* 20,03 (+2,41)% 21,08 (+0,35)%8
b*

Controle 4,93 (+1,04)# 3,60 (1,24)*A *
Glicerol 4,93 (1,04 4,59 (+0,58)"* *
QTS-F 4,93 (1,04 10,88 (+2,36)% 11,36 (+1,19)%®
QTS 4,93 (+1,04)*A 8,05(+0,44)%® 9,42 (+1,07)*®

*Frutos descartados devido a presenca de contaminag¢do microbiana
L* (luminosidade), a* (vermelho/verde) e b* (amarelo/azul)

&d Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
AC Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Tabela 7 — Efeito das coberturas a base de quitosana e quitosana/frutose sobre a cor das acerolas
armazenadas sob refrigeracdo (12°C) por 12 dias.

Dias de armazenamento

Tratamentos 0 1 8 R

L*

Controle 30,78 (*1,20)A 33,77 (*0,45)*A 38,59(+0,87)*®  31,15(+0,97)*
Glicerol 30,78 (*1,20)A 34,91 (*1,96)*A 39,66(£0,30)*®  39,26(+0,82)"®
QTS-F 30,78 (*1,20)A 39,02 (0,19)®8 37,23(+0,22)*®®  37,21(0,98)"8
QTS 30,78 (+1,20)*A 38,02 (+0,03)*8 40,40(x0,93)%8  38,39(x0,84)8
a*

Controle 13,52(+1,17)* 16,34 (+0,39)* 14,92(+0,70)** 8,6 (+0,97)%®
Glicerol 13,52(+1,17)* 15,36 (+0,59)* 15,05(+0,23)**  16,14(x0,89)A
QTS-F 13,52(+1,17)%® 25,93 (+0,59)"° 8,06(+0,02)**  18,74(x1,46)"
QTS 13,52(+1,17)* 21,08 (+0,55)% 23,17(x0,21)°8  12,85(+0,32)**
b*

Controle 4,93 (+1,04)# 5,77 (£0,24)A 4,70 (£0,37)** 4,19 (+0,53)*A
Glicerol 4,93 (+1,04) 4,59 (+0,58)* 7,09 (+0,03)°A 8,34 (x0,19)
QTS-F 4,93 (+1,04)#A 10,99(%0,44)8 9,39 (+0,86)*® 7,83 (+0,36)*®
QTS 4,93 (+1,04) 9,42 (0,63)8 9,41 (+0,80)*® 583 (+0,44)*A

L* (luminosidade), a* (vermelho/verde) e b* (amarelo/azul)
&b Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
AD Medias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
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6.4.3 Perda de peso

A perda de peso em frutas e vegetais frescos € atribuida principalmente a diminuicdo
de 4gua causada por transpiracao e respiracdo e € uma das principais causas de deterioracdo
da qualidade (DONG et al., 2015). No presente trabalho, em temperatura ambiente, no 2° dia
de analise, foi encontrada a menor perda de peso nas acerolas tratadas com quitosana e com
quitosana/frutose (controle: 1,26%; glicerol: 2,57%; QTS:0,57%; QTS-F: 0,38%). No 3° dia
de armazenamento, os frutos dos tratamentos controle e glicerol apresentavam-se improprios
para consumo, impedindo a realizagdo de novas anlises. Os tratamentos QTS e QTS-F no 4°
dia de analise apresentaram percentual de perda de peso respectivamente de 1,26% e 0,67%.

Em relagdo aos frutos mantidos sob refrigeracdo, também foram verificadas as
menores perdas de peso nas acerolas revestidas com as coberturas de quitosana ao longo de
todo periodo de armazenamento. Enquanto que as maiores perdas foram registradas no 12° dia
de armazenamento para o grupo controle e glicerol (controle: 2,32%; glicerol: 4,34%; QTS:
0,27%; QTS-F: 0,25%).

Esses resultados estdo de acordo com Mariano-Nasser et al. (2016), que ao
pesquisarem coberturas comestiveis de quitosana observaram que essas coberturas
proporcionaram menor perda de peso em mangabas. Em pesquisa com goiaba cv. Pedro Sato
(Soares et al., 2011), manga cv. Tommy Atkins (Souza et al., 2011) e pseudofruto do cajueiro
(Ferreira et al., 2010) foram evidenciadas menores perdas de massa fresca em frutos tratados
com pelicula de quitosana, quando comparados com os frutos controle. Tezotto-Uliana et al.
(2014), em estudo com framboesas, apontaram concentracdes de 1% e 2% de quitosana como
eficazes na manutencao do peso dos frutos em pés-colheita.

Os resultados obtidos na presente pesquisa, bem como os supracitados de outros
autores, sugerem que as coberturas de quitosana funcionam como barreira contra perda de
agua, uma vez que o polimero apresenta propriedade higroscépica e absorve a agua na
superficie da fruta. Isto faz com que haja uma modificacdo do ambiente ao redor dos frutos,
dificultando a entrada do oxigénio do ambiente e a perda do CO, reduzindo dessa forma a
respiracdo dos frutos (MARIANO-NASSER et al. 2016).

Forato et al. (2015), ao avaliar o efeito de revestimentos comestiveis preparados com
goma de cajueiro e carboximetilcelulose na conservacdo de goiabas frescas e cortadas,
também verificaram que as amostras nao revestidas apresentaram rapida taxa de degradacéo.
Diferentemente, os frutos que receberam revestimentos obtiveram maior tempo de
conservacdo. Dessa forma, os autores concluiram que as coberturas aturam positivamente,

como agente conservante retardando a perda de massa nos frutos.
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6.4.4 Percentual de decomposicéo das frutas

O menor percentual de decomposicdo encontrado foi o das acerolas refrigeradas
(controle: 0%; glicerol: 0%; QTS: 0%; QTS-F: 0%) ao final do periodo de analise. As
acerolas ndo refrigeradas sem coberturas apresentaram resultados elevados de decomposicéo
no 4° dia de armazenamento (controle: 100%; glicerol: 100%; QTS: 46,25% e QTS-F: 35%).
Os frutos do tratamento controle (25°C) apresentavam-se improprios para 0 consumo no
terceiro dia de armazenamento.

Nenhuma das coberturas manteve a inibicdo total de infeccOes em temperatura
ambiente, contudo, a cobertura de quitosana-frutose foi a que obteve menor percentual de
decomposicéo microbiana, o que pode ser devido a potencializa¢do da agdo antimicrobiana do
polimero, bem como pela melhor acdo antioxidante. Vale ressaltar que, com base na avaliacdo
visual dos sintomas de lesdo, acerolas revestidas com cobertura e armazenadas a temperatura
ambiente exibiram um aumento na vida Util de 100% em comparacdo com frutos nao
revestidos, conseguindo manter a qualidade até o quarto dia de armazenamento.

No estudo de Dong et al. (2015) o percentual de decomposicdo de morangos também
aumentou gradualmente com o tempo de armazenamento. No final do armazenamento, 93%
dos morangos do grupo controle mostraram sinais visuais de decomposi¢do. Os morangos
revestidos com quitosana apresentaram percentual de decomposicao de 66,7%, sendo a menor
percentagem de decomposicéo relatada pelos autores.

Na presente pesquisa, as acerolas com as coberturas de quitosana mantidas no
armazenamento refrigerado ao final do periodo de andlise (12 dias) estavam proprias para
consumo, com auséncia de infecgdes visiveis. Moreira et al. (2010), verificaram que acerolas
tratadas com quitosana apresentaram condi¢Ges favoraveis para consumo sem sinal de
contaminacéo fungica até o nono dia de armazenamento sob refrigeracéo.

Segundo Cabanez et al. (2016), frutas armazenadas a baixas temperaturas apresentam
uma diminuicdo nos processos fisioldgicos, bem como um retardo no desenvolvimento de
microrganismos. Isto reduz a incidéncia de apodrecimento da acerola armazenada em
refrigeracdo em comparacdo com as frutas armazenadas a temperatura ambiente,

corroborando com os resultados encontrados na presente pesquisa.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que:

» A cobertura de quitosana/frutose produzida apresenta atividade antioxidante superior a
quitosana pura, bem como agdo antimicrobiana potencializada, principalmente para
bactérias Gram-positivas.

» A cobertura produzida mostrou-se nao-irritante e nao citotdéxica conforme os ensaios HET -
CAM e MTT.

» O revestimento com quitosana/frutose é eficaz no retardo da deterioracdo microbiana e da
perda de massa nas acerolas em ambas as temperaturas de armazenamento.

» Quanto as demais caracteristicas de qualidade do fruto ndo foram observadas influéncias

significativas dos revestimentos.
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