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RESUMO

A deterioracdo fisica pelo desenvolvimento de fitopatdgenos em goiabas (Psidium
guajava L.) limitam sua vida ap6s a colheita. Dentre as doencas que causam perdas pés-
colheitas em goiabas, a antracnose € a mais preocupante em virtude dos severos sintomas que
acometem a fruta. O controle da antracnose tem sido feito fundamentalmente por aplicacdo de
fungicidas sintéticos, os quais ocasionam impactos negativos ao meio ambiente e a salde dos
consumidores. Dessa forma, outros métodos tém sido estudados em substituicdo a esses
compostos, incluindo polimeros com capacidade de formar revestimentos comestiveis, como a
quitosana (QUI), devido a sua reconhecida acdo antimicrobiana. Tal propriedade pode ser
potencializada quando a QUI é modificada quimicamente. Dessa forma, este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antiflngica da quitosana-frutose (QF), obtida através da reacéo de
Maillard (RM), para o controle da antracnose causada por Colletotrichum siamense (C.
siamense), bem como para a extensdo da vida de prateleira e manutencdo da qualidade de
goiabas variacdo ‘Pedro Sato’. Foram realizadas as analises in vitro para avaliacdo dos efeitos
da QF sobre o crescimento micelial radial. Também foram realizados os ensaios para
verificagdo do efeito do revestimento de QF sobre o desenvolvimento de antracnose causada
pelas diferentes cepas do fungo em goiabas armazenadas a 25 °C por nove dias. Os efeitos da
aplicacdo do revestimento sobre os parametros de qualidade pos-colheita foram avaliados por
meio de andlises fisico-quimicas. A utilizacdo da QF (6, 5, 4, 3 mg/mL) foi eficaz em inibir o
crescimento de todas as cepas de C. siamense testadas. A aplicacdo de revestimentos contendo
QF (8, 4 ou 2 mg/mL) resultou na reducdo da severidade das lesdes tipicas de antracnose ao
longo do armazenamento em goiabas artificialmente infectadas com as cepas testadas. A
severidade das lesbes de antracnose nas goiabas revestidas com QF foi menor do que nas
goiabas controle, revestidas com glicerol 1%. A aplicacdo dos revestimentos de QF também
foram eficazes em retardar o amadurecimento da goiaba, proporcionando a retencdo da firmeza
da casca e da polpa, reducdo da perda de peso, retencdo da vitamina C e aumento da acidez,
provavelmente pela reducédo da degradacéo de acidos organicos. Foi observado ainda atraso no
desenvolvimento da cor das frutas. Estes resultados demonstram que a aplicacdo dos
revestimentos de QF pode ser uma tecnologia eficaz para o controle de antracnose e na melhoria

da qualidade pds-colheita em frutos.

Palavras-chave: Frutas. Reacdo de Maillard. Fungos. Antracnose.



ABSTRACT

The physical deterioration due to the growth of phytopathogens in guavas (Psidium
guajava L.) limits their life after harvest. Among the diseases that causes post-harvest loss in
guavas, anthracnose is the most worrying due to severe symptoms that affect the fruit. The
control of anthracnose has been done mainly by applications of synthetic fungicides, which
cause negative impacts on the environment and on the health of consumers. Thus, other methods
have been studied to replace these compounds, including polymers with the ability to form
edible coatings, such as chitosan (CHI), due to their antimicrobial activity. This property can
be enhanced when a CHI is chemically modified. That way, this study aimed to evaluate the
antifungal activity of chitosan-fructose (CF), obtaind though the Maillard reaction (MR), to
control anthracnose caused by Colletotrichum siamense (C. siamense), as well as for an
extension of shelf life and maintenance of 'Pedro Sato' guava variation quality. In vitro analyzes
were performed to assess the effects of CF on mycelial radial growth. Tests were also carried
out to verify the effect of the CF coating on the development of anthracnose, caused by different
strains of the fungus in guavas stored at 25 °C for nine days. The effects of applying the coating
on the post-harvest quality parameters were evaluated throughout physical-chemical analysis.
The use of CF (6, 5, 4, 3 mg / mL) was effective in inhibiting the growth of all strains of C.
siamense tested. The application of coatings containing CF (8, 4 or 2 mg / mL) resulted in the
reduction of the severity of typical anthracnose lesions during storage in artificially infected
guavas as tested strains. The severity of anthracnose lesions in QF-coated guavas was lower
than in control guavas, coated with 1% glycerol. The application of CF coatings were also able
to delay the ripening of guava, providing retention of skin and pulp firmness, reducing weight
loss, vitamin C retention and increasing acidity, probably by reducting the degradation of
organic acids. It was also noticed that there was a delay in fruit color development. These results
demonstrate that the application of CF coatings can be an effective technology to control

anthracnose and improve postharvest quality in fruits.

Key words: Fruits. Maillard reaction. Fungi. Anthracnose.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura expande-se em todos os estados do Brasil, classificando o pais como o
terceiro maior produtor mundial de frutas. Dentre as espécies mais produzidas, destaca-se a
goiaba (Psidium guajava L.), que € cultivada em muitos paises, sendo que Brasil esta entre os
primeiros no hanking de produgédo, constituindo assim, importante atividade econémica na
geracdo de emprego e renda (FORMIGA et al., 2019, SERENO et al., 2018).

A producdo anual brasileira estd em torno de 424 mil toneladas de goiaba, com uma érea
colhida de quase 18 mil hectares. No entanto, a fruticultura brasileira teve sua produgéo
reduzida em aproximadamente 1,7 milhdo de toneladas de frutas frescas nos ultimos anos
devido as mas condigdes climaticas, ocorréncia de pragas e doencas, que estdo entre 0s
principais fatores que provocam perdas pré e pos-colheitas (CARVALHO et al., 2017). Entre
as doengas que causam perdas pos-colheita em goiabas, a antracnose causada por espécies do
género Colletotrichum é considerada a mais importante devido a gravidade dos sintomas,
resultando em perdas significativas no rendimento e comercializacdo (HAIDER et al., 2016).

Colletotrichum gloeosporioides tem sido relatado como o principal micro-organismo
causador da antracnose em goiabas e em outras frutas, como mamé&o, caju, banana e manga
(ALI; NOH; MUSTAFA, 2015; HU et al., 2014; MAQBOOL et al., 2011; SERRA et al., 2011;
UACIQUETE; KORSTEN; VAN DER WAALS, 2013). Contudo, recentes estudos
filogenéticos revelaram um grupo de espécies do complexo Colletotrichum gloeosporioides
associadas a antracnose em frutas cultivadas no Brasil, que incluem C. siamense, C.
chrysophilum, C. fragariae, C. fructicola, C. gloeosporioides sensu stricto, C. queenslandicum
e C. tropicale, C. asianum (HAN et al., 2018; LIMA et al., 2013; VELOSO et al., 2018). O C.
siamense foi a espécie mais predominante, especialmente em frutas cultivadas no estado de
Pernambuco (VELOSO et al., 2018).

Perdas econdmicas pds-colheita causadas por fungos consistem em um problema
mundial e a principal estratégia tradicionalmente empregada para controlar a acdo destes fungos
no meio agricola é a aplicacdo de fungicidas sintéticos (HU et al., 2014). Embora o uso desses
agentes seja eficaz no combate ao desenvolvimento de fungos em frutas, a utilizacdo
indiscriminada pode induzir resisténcia sobre os fungos fipatdgenos, fazendo-se necessaria a
aplicagdo de maiores quantidades de antifungicos em frutos e, consequentemente, gerar

potenciais riscos para a satude humana e ao meio ambiente (OLIVEIRA et al., 2018a).
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Nos Ultimos anos, houve uma alteracdo na preferéncia do consumidor, que tem
demonstrado interesse por alimentos livres ou com niveis mais baixos de conservantes
quimicos. Assim, em busca de solugdes, estudos estdo se concentrando na formulacdo de novas
tecnologias, a exemplo dos revestimentos comestiveis elaborados com substancias naturais,
como a quitosana (QUI), visando a reducdo do uso de fungicidas sintéticos em frutas e vegetais
(BERGER et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2014).

A QUI é um polissacarideo derivado da desacetilacdo da quitina, sendo encontrada no
exoesqueleto de crustaceos e insetos e naturalmente presente na parede celular de fungos.
Devido as suas propriedades antimicrobianas e catinicas, esse polimero tem sido bastante
estudado e utilizado no desenvolvimento de revestimentos comestiveis de diversas matrizes
alimentares, como as frutas (ELSABEE; ABDOU, 2013). Além de possuir atividade
antimicrobiana contra fungos patdégenos pds-colheita, revestimentos de QUI podem alterar a
permeabilidade das frutas as trocas gasosas, controlando a taxa respiratoria e, assim retardando
0 amadurecimento (MELO et al., 2018).

Modificagcdes quimicas estdo sendo utilizadas para melhorar as propriedades da QUI.
Deste modo, QUI associada a sacarideos e modificadas pela reacdo de Maillard (RM) estdo
ganhando atencdo em pesquisas com alimentos, visto que essas substancias apresentam maior
solubilidade e maior potencial antimicrobiano do que a QUI nativa (LI; LIN; CHEN, 2014; LI
et al., 2013). Desta forma, a aplicacdo do revestimento de quitosana-frutose (QF) como agente
protetor frente a acdo do Colletotrichum siamense, um dos fungos responsaveis pela antracnose,
pode representar um avanco tecnolégico na industria e na preservagdo de goiabas, contribuindo
com a substituicdo de fungicidas sintéticos por produtos eco sustentaveis e biologicamente mais
Seguros.

Nenhum estudo prévio relatou o uso da quitosana modificada pela RM frente a fungos
fitopatogénicos in vitro ou como revestimento comestivel de alimentos, assim, se faz necessaria
a realizacdo de pesquisas que apresentem esses dados a comunidade cientifica e a sociedade
como um todo. A frutose € um carboidrato que pode ser utilizado para promover a modificacdo
na QUI e possui beneficios como o seu baixo custo, além de ser um composto natural presente

abundantemente em alimentos como as frutas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Qualidade pds-colheita de goiaba

A goiaba (Psidium guajava L.) € um fruto climatérico, com vida de prateleira limitada
de trés a quatro dias a temperatura ambiente e susceptivel a injarias causadas pelo frio quando
armazenadas em temperaturas abaixo de 13 °C (MURMU; MISHRA, 2018; SILVA et al.,
2018). Botanicamente, pertence a familia Myrtaceae, e esta entre as frutas que apresentam 0s
maiores teores de vitamina C, além de apresentar alto teor de polifendis, carotenoides, fibras,
pectina e vitamina A (MANGARAJ et al., 2014).

A goiaba é popularmente conhecida como “maga dos tropicos, suas sementes séo ricas
em acidos graxos poli-insaturados 6mega-3, 6mega-6 e especialmente em fibras alimentares.
Uma goiaba contém cerca de 200 mg de vitamina C por 100 g da fruta, teor que chega a ser
quatro vezes maior que a quantidade de vitamina C encontrada em uma laranja. Além disso, €
uma boa fonte de minerais, como o potassio e magnésio (NIMISHA et al., 2013). Seu sabor
doce combinado ao seu aroma faz da goiaba um fruto muito desejavel para consumo fresco ou
processado (SINGH, 2011).

Trata-se de uma fruta sazonal que se adaptou a diferentes climas e solos, facilitando a
sua naturalizacdo em diversos paises de regides tropicais e subtropicais. Entre o0s principais
paises produtores estdo o Brasil, India, Africa do Sul, Colémbia, Cuba, Quénia, China e Taiwan
(PATIL; CHAUHAN; SINGH, 2014; SINGH; SHARMA; SINGH, 2016). A produ¢do mundial
de goiabas é cerca de 6,8 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2017). Os brasileiros sdo 0s
principais consumidores de goiaba no mundo e o pais produz cerca de 424 mil toneladas dessa
fruta anualmente. Ao nivel estadual, Pernambuco e S8o Paulo sdo os principais produtores,
representando 68% da producédo nacional (AGRIANUAL, 2018).

Devido ao seu valor nutricional e cultural, a goiaba é comercializada sob a forma de
diversos produtos obtidos do seu processamento, como goiaba em calda, doce concentrado,
produtos desidratados, geleia, suco, néctar, xarope, polpa congelada e iogurte. Contudo, mesmo
com tantos produtos derivados disponiveis no mercado, a goiaba é mais consumida na sua
forma in natura (PATIL; CHAUHAN; SINGH, 2014). E muito popular devido seu valor
medicinal, com possiveis beneficios no tratamento de doencas gastrintestinais, diabetes tipo 2
e doencas cardiovasculares (ABDEL-RAHIM; ABO-ELYOUSR, 2017; JIAO et al., 2017).

A goiaba é valorizada por suas qualidades sensoriais, porém esses tracos variam de

acordo com o gendtipo, o solo e o estagio de desenvolvimento (MOON et al., 2018). No geral,
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é um fruto que possui alta taxa de respiracdo, alta quantidade de agua, casca fina e réapido
amadurecimento, tais caracteristicas levam a altos indices de perda desses frutos, que podem
ser ainda maiores em caso de armazenamento em alta temperatura, levando ao aumento da
atividade de fungos patogénicos, alta producéo de etileno, perda de peso e superficie da casca
enrugada (ETEMADIPOOR et al., 2019; LO’AY; TAHER, 2018a).

A qualidade dos frutos esta associada ao manejo e as condi¢6es climaticas durante a fase
de cultivo, sendo necessario 0 uso de outros processos para evitar a deterioracdo microbioldgica
e minimizar as alteracfes fisioldgicas e biogquimicas responsaveis pela deterioracdo pos-
colheita (ARROYO et al., 2019). As doengas pds-colheita sdo muito comuns e graves nas
goiabas, devido as condi¢cdes quentes e imidas das regibes tropicais na colheita e durante o seu
transporte. Frutos como a goiaba podem ser infectadas por fungos fitopatogénicos durante o
periodo de pds-colheita, sendo a antracnose a principal doenga que acomete essa matriz e uma
séria limitagdo ao seu cultivo devido as lesdes na superficie da fruta que podem se tornar
grandes manchas (LIMA et al., 2015).

Existem outras doencas pos-colheita que foram observadas em goiabas. Lim e Manicom
(2003) classificaram as doencas em dois tipos: podridao seca e podriddo mole. Na podridao
seca, 0 micro-organismo produz lesdes necroticas que sdo superficiais e restritas a pequenas
manchas. J& na podriddo mole, o fruto apodrece apresentando areas encharcadas de agua que
podem se expandir e se estender para 0 mesocarpo do fruto ou até mesmo para a semente. A
podriddo seca € causada principalmente por Cladosporium sp., Diplodia theobromae,
Guignardia sp., Macrophoma sp. e Macrophomina phaseolina, enquanto apodrecimento mole
é causado por fungos como Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer, Mucor heamalis, Fusarium
solani.

Deste modo, com a finalidade de proteger o fruto da acdo de fungos patogénicos, faz-se
uso do controle quimico, pela aplicacdo de fungicidas sintéticos que apresenta desvantagens
como custo elevado, risco para a saude publica e meio ambiente. Sendo assim, uma solucao
urgente € necessaria para melhorar a qualidade de frutas e hortalicas frescas, e isto tem
despertado o interesse de diversos pesquisadores para descoberta de diferentes estratégias que
visam a substituicdo de pesticidas sintéticos por protetores naturais na reducdo da ocorréncia
de podriddo pés-colheita (GRANDE-TOVAR et al., 2018).
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2.2 Antracnose causada por Colletotrichum siamense

Diversas doencas causam perdas pré e pos colheita em goiabas, sendo a antracnose
ocasionada por espécies do género Colletotrichum uma das mais relevantes em virtude dos
severos sintomas que afetam a casca e a polpa dos frutos. C. siamense € um patdgeno
comumente encontrado em outras frutas tropicais e subtropicais além da goiaba como abacate,
banana, manga, mamao e maracuja. Pela sua relevancia cientifica e econémica, foi classificado
como o oitavo grupo de agentes fitopatdgenos mais importante no mundo e foi encontrado
associado a cerca de 2.200 espécies de plantas (DEAN et al., 2012; FARR; ROSSMAN, 2015;
HAIDER et al., 2016; KAMLE et al., 2013).

Por muito tempo a antracnose foi atribuida a infeccdo exclusiva pela espécie C.
gloeosporioides. Entretanto, foi demonstrado que esta espécie ndo € um patégeno comum de
frutas tropicais (PHOULIVONG et al., 2010). A pouca informacao sobre os dados filogenéticos
moleculares influenciou novos estudos que mostraram diferentes espécies com potencialidade
de causar sintomas caracteristicos de antracnose em cajus e mangas cultivados no Brasil. As
diferentes espécies identificadas foram C. chrysophilum, C. fragariae, C. fructicola, C.
gloeosporioides s. s., C. queenslandicum, C. siamense e C. tropicale (LIMA et al., 2013;
VELOSO et al., 2018).

C. siamense € um fungo comumente isolado em diversas especies de plantas em varias
regides tropicais e subtropicais que ataca frutos, folhas e sementes (LIU et al., 2016). Por ser
uma espécie recentemente descrita, pouco se conhece sobre a sua ecologia e epidemiologia
(PRIHASTUTI et al., 2009). Quando visualizados ao microscopio éptico, a morfologia da
colénia de C. siamense exibe micélio acinzentado, palido amarelado a rosado, os conidios
apresentam 14,6 = 0,7 um de comprimento, 4,5 + 0,4 um de largura e forma cilindrica, e sua
extremidade apresenta ligeiro afilamento, com taxa de crescimento de 7,8 mm por dia
(SHARMA; SHENOY, 2014).

O fungo permanece quiescente até que o ambiente se torne favoravel para o seu
desenvolvimento e sobrevive em tecidos vivos ou mortos remanescentes no solo (geralmente
frutos). A chuva e as aguas de irrigacdo representam a melhor forma de dispersao dos esporos
(CARDOSO; VIANA, 2011; LIMA et al., 2015). Temperaturas de 22 a 30 °C por 12 horas e
umidade em torno de 95 % s&o excelentes condicGes para a infeccdo e desenvolvimento do
fungo patdgeno (KAMLE et al., 2013).

Os sintomas da antracnose podem ser observados em toda parte aérea da planta, como

folhas, ramos, flores, frutos e pseudofrutos. No entanto, a maior leséo ocorre nos frutos com a
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formacdo de manchas escuras e irregulares na casca (Figura 1). Com o tempo, as lesfes podem
coalescer e afetar todo o fruto, podendo causar rachaduras e o apodrecimento total. Em geral,
os sintomas sdo semelhantes em todos os hospedeiros mesmo em localizagdo geogréfica
diferente (CARDOSO et al., 2013).

Figura 1 - Caracteristica das lesdes de antracnose em goiaba.

Fonte: Autor, 2020.

Considerando a gravidade da doenca, a adocdo de medidas preventivas e estratégias de
manejo durante os periodos pré e pos-colheita, diversas tecnicas vém sendo utilizadas para
reduzir a incidéncia de doencas infecciosas em frutas, tais como: baixa temperatura,
desinfeccdo, uso de fungicidas, 0zénio, embalagens com atmosfera modificada, luz ultravioleta
e irradiacdo gama (ALLENDE et al., 2007; CHECHI et al., 2019; NAJAFABADI et al., 2017;
SHARMA,; SINGH; SINGH, 2009; TUFFI et al., 2012).

No que se refere ao uso de fungicidas no meio agricola, isolados de C. siamense
mostraram-se resistentes a dois fungicidas sintéticos: azoxistrobina e tiofanato-metilico,
conforme determinado em testes de crescimento micelial in vitro. Essa resisténcia a
azoxistrobina e tiofanato-metilico foi confirmada em estudos com frutos, utilizando macés
contaminadas com C. siamense e tratadas com essas substancias. A resisténcia ao tiofanato-
metil foi baseada na mutacdo em um gene, enquanto a resisténcia a azoxistrobina foi baseada
em uma outra mutacdo no citocromo b. O monitoramento da resisténcia aos fungicidas
sintéticos pode alertar os produtores para possiveis ameacas na utilizacdo desta ferramenta
contra micro-organismos (CHECHI et al., 2019).

Contudo, as diversas tecnologias empregadas na conservacdo das frutas estdo
relacionadas com alteragcbes nos aspectos de qualidade dos frutos (DEHGHAN-SHOAR,;
HAMIDI-ESFAHANI; ABBASI, 2010), e também com preocupacdes relacionadas ao impacto
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ambiental negativo pelo uso de embalagens produzidas com materiais ndo biodegradaveis.
Assim, no que concerne o tratamento de doencas pds-colheita, uma alternativa para diminuir a
contaminacdo e deterioracdo de frutos por fungos tem sido o emprego de revestimentos
comestiveis de QUI devido a sua potencial atividade antifingica (YUAN; CHENG; LI, 2016).

2.3 Quitosana e seu uso em revestimentos comestiveis

2.3.1 Quitosana

A QUI é um polimero catidnico linear, obtido da desacetilacdo da quitina em meio
alcalino compreendendo unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamida-2-
desoxi-D-glicopiranose interligadas por ligagdes glicosidicas B-1,4 em proporgdes variadas
(Figura 2), e pode ser encontrada no exoesqueleto de crustaceos, na parede celular de fungos e
outros materiais biolégicos (GUERRA et al., 2015). Atributos como a ndo toxicidade,
capacidade de formar geis e potencial antimicrobiano fazem da QUI um produto bastante
estudado para aplicacdo em revestimentos comestiveis de frutos (JIANGLIAN; SHAOYING,
2013).

Figura 2 - Estrutura quimica da molécula de quitina e quitosana.
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Fonte: Adaptado de BUTOLA et al., 2019.
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A QUII foi descrita pela primeira vez por Rouget em 1859, e é o segundo polissacarideo
mais abundante ja descoberto, ficando atras apenas da celulose (BUTOLA et al., 2019). E um
polimero composto por cerca de 6,9% de nitrogénio, com peso molecular de 50 a 2000 kDa.
Possui um pKa com discreta variacdo de 6,0 + 0,3, dependendo do grau de desacetilagéo que
geralmente varia de 75 a 95% (COSTA et al., 2012; GOY; BRITTO; ASSIS, 2009). E insoltvel
em &gua, mas pode ser dissolvida em solugdes ligeiramente acidas, como solugdes de &cidos
organicos incluindo o acético, citrico, formico e outros, com pH inferior ao seu pKa, quando os
grupos aminicos estdo na sua forma protonada (MARQUEZ et al., 2013; WANG; TURHAN;
GUNASEKARAN, 2004).

O biopolimero de QUI tem sido amplamente utilizado devido as suas diversas atividades
biologicas e quimicas, apresentando excelente biocompatibilidade, baixa toxicidade, alta
bioatividade, biodegradabilidade, permeabilidade seletiva, acdo polieletrolitica, atividade
antimicrobiana, capacidade de quelacéo e absortiva e alto potencial funcional resultante dos
seus grupos amino e hidroxila (AZEVEDO et al., 2014; ELSABEE; ABDOU, 2013; SINGH et
al., 2008).

Devido as suas propriedades, a QUI é bastante utilizada na agricultura, biomedicina,
biotecnologia, em produtos farmacéuticos e em alimentos, uma vez que oferece ampla
aplicabilidade na fabricacdo de agroquimicos, ativadores de respostas de defesa de plantas,
removedor de sujidades no tratamento de efluentes, membranas a base de QUI para purificacao,
conservantes, emulsificante, como agente farmacéutico e em curativos (LI et al., 2007;
VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017).

A eficiéncia da atividade antimicrobiana da QUI varia de acordo com o grau de
desacetilacdo, peso molecular, condicGes da matriz onde ela é aplicada, o pH, o
desenvolvimento de interacfes entre matriz alimentar e QUI, salinidade, solubilidade, o tipo de
micro-organismo e outros fatores (ROMANAZZI et al., 2017; TAYEL et al., 2010). Em geral,
sua acdo antimicrobiana aumenta quando o grau de desacetilacdo é maior e o peso molecular é
menor, 0 que pode explicar melhor o seu mecanismo de acédo, visto que o nUmero de grupos
amino protonados se elevam (HONGPATTARAKERE; RIYANPHAN, 2008).

Os revestimentos a base de QUI podem diminuir a severidade de doencas pos-colheita,
atuando diretamente sobre a superficie celular do fitopatdgeno. O efeito antifingico da QUI
tem sido relacionado com a sua propriedade catibnica, que afeta as moléculas carregadas
negativamente na superficie da célula fungica, alterando a permeabilidade da membrana, o que
leva ao extravasamento de material intracelular, resultando em morte celular. Dependendo do

tipo de micro-organismo e do peso molecular, outros mecanismos de agdo antimicrobiana
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podem acontecer, visto que dentro da célula, a QUI pode interagir com 0 DNA e RNA,
interferindo na expressdo de genes e na sintese de proteinas (VERLEE; MINCKE; STEVENS,
2017).

Também tem sido sugerido que a eficacia da QUI na inibicdo de fungos patogénicos
pode estar relacionada com sua capacidade de induzir mecanismos de defesa na fruta, como
aumento na atividade das enzimas quitinase e p-1,3-glucanase (JONSGRI et al., 2016). Através
da combinacdo da atividade antimicrobiana e inducdo de mecanismos de defesa, a QUI
demonstra interferir diretamente no desenvolvimento do patdégeno, ocasionando retardo no
crescimento micelial, reducéo da germinacédo de conidios e modificacbes morfoldgicas no tubo
germinativo de algumas espécies patogénicas (CAMILI et al., 2007; LIU et al., 2007).

Pela desacetilagdo da quitina, a atividade antimicrobiana e a solubilidade em meio acido
aumentam, o que resulta na propriedade de formacdo de gel e protecdo contra danos fisicos
quando aplicada como revestimentos em frutos (HAMDINE; HEUZEY; BEGIN, 2005; KONG
et al., 2010). Além disso, o revestimento comestivel de QUI blogueia os poros presentes na
superficie das frutas, diminuindo a taxa de respiracdo, transpiracdo e a producdo de etileno,
estendendo sua vida (ALI et al., 2011; XING et al., 2016). A QUI parece interagir com 0s
compostos bioativos do alimento potencializando suas propriedades, e ainda parece preservar
compostos nutracéuticos e diminuir o estresse oxidativo em frutas (JIANGLIAN; SHAOYING,
2013; PETRICCIONE et al., 2015).

2.3.2 Quitosana-frutose modificada

Apesar das diversas propriedades potenciais da QUI, ela possui certas limitacbes como
a baixa solubilidade em agua em pH neutro ou béasico. Por isso, pesquisas estdo sendo realizadas
com o objetivo de desenvolver QUI modificadas para melhorar as suas propriedades. Para
melhorar a solubilidade, a principal estratégia empregada envolve a introducdo de um grupo
hidrofilico na molécula de QUI. Carboidratos, na forma de mono e dissacarideos, tém sido
utilizados para promover esta modificacdo, sobretudo por serem substancias simples e de baixo
custo (GULLON et al., 2016).

A introducdo do carboidrato na estrutura da QUI pode ser realizada por diferentes
reacOes quimicas, como a N-alquilacéo redutiva (YANG; CHOU; LI, 2002), formacdo de amida
(MATUTE et al., 2013), reacdo quaterndria (VERHEUL et al., 2008), reacdo carboximetil
(SONG et al., 2010), reacédo de acilagdo (SHELMA; SHARMA, 2010) e reagdo de Maillard
(RM) (LI; LIN; CHEN, 2014).
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A RM ¢ classificada como uma reacdo complexa de escurecimento ndo enzimatico,
resultante da condensacéo inicial do grupo amino e o grupo carbonila de agUcares redutores.
Ocorre frequentemente durante o0 processamento e armazenamento dos alimentos produzindo
uma gama de produtos com propriedades antialérgicas, antimicrobianas e antioxidantes, que
atribuem odor, sabor e cor aos alimentos. Trata-se de uma reagdo isenta de produtos quimicos
sintéticos, de facil controle e operacdo em comparagdo com outros métodos (CHANG; SUN;
CHEN, 2016; JUNG et al., 2014; WANG et al., 2019).

A RM depende de muitos fatores, como pH, tempo e temperatura, atividade de agua e
condices fisicas do alimento (JIANG et al., 2018). E dividida em trés estagios: inicial,
intermediéario e final (YU et al., 2018). Na primeira etapa, a condensacdo dos aminoacidos com
0s aculcares da origem as glicosilaminas, que se reorganizam em compostos de Amadori e
resultam na perda da disponibilidade de lisina, o que diminui seu valor nutricional. Nos estagios
intermediario e final, ocorre a formacdo de compostos volateis e pigmentos. Na fase final,
surgem 0s pigmentos marrons que sdo uma série complexa de polimeros e copolimeros
chamados melanoidinas (LEIVA; NARANJO; MALEC, 2017).

Dentre os mecanismos propostos para explicar os efeitos antimicrobianos dos produtos
da reacdo de Maillard (PRM), acredita-se que as melanoidinas podem interagir com as células
bacterianas, uma vez que foi observada sua propriedade como composto quelante de ions Mg?*,
e a auséncia desses ions da membrana celular externa provavelmente provoca a morte celular,
devido ao rompimento da membrana celular e extravasamento de componentes intracelulares
das bactérias (HAUSER et al., 2014).

A QUI modificada pela reacdo de Maillard, além de apresentar maior solubilidade em
agua, exibe melhores atividades antibacterianas e antioxidantes do que a QUI nativa (CHUNG;
KUO; CHEN, 2005). A acdo antimicrobiana da QUI modificada influenciou o desenvolvimento
de pesquisas para avaliar essa propriedade. Assim, diferentes tipos de sacarideos foram
utilizados para elaboracdo da QUI modificada pela reacdo de Maillard. Em alguns estudos
realizados foi demonstrado que a molécula modificada possui uma maior atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Vibrio parahaemolyticus quando comparada a QUI nativa (WU et al., 2014; SUN et al., 2017).

Dentre as QUIs modificadas obtidas pela reacdo de Maillard, a QF modificada proposta
por Zhang, Yang e Zhao (2015) mostrou maior atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli do que a QUI nativa. Dessa forma, a QF pode interagir mais
efetivamente com as cargas negativas na superficie das células microbianas, rompendo a

integridade da membrana do micro-organismo para inativa-lo. Assim, a reacdo de Maillard é
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promissora e de facil execugdo para a preparacdo de QUI modificada por ser solivel em agua,
contribuindo para suas diversas aplicagdes, especialmente como antioxidante natural e

substancia antibacteriana em alimentos.
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3 HIPOTESE

Quitosana na presenca de frutose modificada por reacdo de Maillard apresentard melhor
bioatividade antimicrobiana. Dessa forma, a cobertura de quitosana-frutose serd eficaz no
controle de infeccdo por C. siamense e atuara diminuindo a respiracdo do fruto e o processo

oxidativo no mesmo, certificando a manutencdo da vida de prateleira de goiabas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da quitosana-frutose no biocontrole de C. siamense, assim como na

extensdo da vida de prateleira e no controle da qualidade nutricional de goiabas.

4.2 Obijetivos especificos

e Elaborar e caracterizar cobertura quitosana-frutose obtida por reacéo de Maillard;

e Determinar a atividade antifungica, e toxicidade das coberturas comestiveis a base de
quitosana-frutose;

e Verificar a eficacia da aplicacdo da quitosana-frutose como revestimento comestivel
para controle de infec¢cdes causadas por C. siamense em goiabas;

e Avaliar os efeitos da aplicacdo do revestimento a base de quitosana-frutose sobre

parametros indicadores de qualidade durante o0 armazenamento da goiaba.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Matéria-prima

5.1.1 Frutas

Goiabas vermelhas (Psidium guajava L.) da variedade Pedro Sato foram adquiridas no
Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco - CEASA/PE e selecionados de acordo
com o tamanho, nos estagios de maturacdo 2 (até 80% da casca verde) (HONG et al., 2012;
LO’AY; TAHER, 2018b) e auséncia de infecc¢des visiveis e danos mecénicos. As frutas foram
acondicionadas e transportadas em caixas isotérmicas ao Laboratdrio de Experimentacdo e
Anélise de Alimentos Nonete Barbosa Guerra/LEAAL, Departamento de Nutricdo,

Universidade Federal de Pernambuco, onde foram conduzidos os experimentos com as frutas.

5.1.2 Quitosana de baixo peso molar

A QUI de baixo peso molecular foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,

USA), proveniente da desacetilacdo da quitina de crustaceo.

5.1.3 Fungos fitopatogénos

Cinco cepas de C. siamense (CMM 3222, CMM 3206, CMM 3260, CMM 3227, CMM
3253) foram obtidas da Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Profa. Maria
Menezes” (Universidade Federal Rural de Pernambuco). Estas cepas foram isoladas de lesdes
de antracnose em cajus cultivados em diferentes regides do Brasil e identificadas por meio de
inferéncia filogenética (VELOSO et al., 2018).

5.2 Preparo do revestimento comestivel a base de quitosana-frutose

A solucdo de QUI modificada por reagéo de Maillard foi obtida da seguinte forma: 1 g

de QUI de baixo peso molar foi solubilizado em 100 mL de acido acético a 1 % (Quimica
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Moderna, S&o Paulo, Brasil) sob agitagdo por 24 h (120 rpm). Posteriormente, foi adicionado 1
g de frutose (Dinamica) e, ap6s homogeneizacao, foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos, para
que ocorresse a reacdo de Maillard e a obtengéo da solucdo de QF, numa concentracéo final de
10 mg/mL. O pH da solucéo foi ajustado para 5,6 com hidréxido de sédio (NaOH) 2% (Quimica
Moderna, S&o Paulo, Brasil), segundo metodologia adaptada de Gao, Zhu e Zhang (2013).

A QUI convencional para a avaliagdo citotdxica foi preparada na concentracdo de 10
mg/mL dissolvendo o polimero em solucdo aquosa de acido acético a 1 % (1 mL/ 100 mL) sob
agitacdo por 24 h (120 rpm) (OLIVEIRA et al., 2017).

5.3 Caracterizagdo da quitosana, da frutose e da quitosana-frutose

Foi realizada a determinacao das caracteristicas estruturais da QUI, da frutose e da QF,
utilizando a espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), de acordo com metodologia de
Santos et al. (2003), em um espectrofotdmetro PerkinElmer Spectrum 400 (PerkinElmer do
Brasil Ltda.). Os espectros no infravermelho foram obtidos na regi&o de 400 a 4000 cm™.

Foram avaliadas a QUI e a frutose comerciais. A QF foi preparada e seca em estufa por
15 horas a 60 °C. O espectro das amostras foi obtido utilizando pastilha de KBr como suporte.
A andlise de caracterizacdo foi realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE.

5.4 Determinacdo da citotoxicidade

O efeito da citotoxicidade foi avaliado através do método do MTT brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, utilizando linhagens de células HCT116 (carcinoma
colorretal humano), HT29 (adenocarcinoma colorretal humano), HelLa (adenocarcinoma de
colo de utero humano) e L-929 (fibroblasto de camundongos) (ALLEY et al., 1988;
MOSMANN, 1983). As células foram conservadas em meio de cultura DMEM suplementado
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de solucdo de antibidtico (penicilina e estreptomicina).
As células foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera tmida enriquecida com 5 % de CO2.

As células HCT-116, HT-29, HelLa e L-929 (10° células/mL) foram plaqueadas em
placas de 96 pocos e incubadas por 24 h. Posteriormente, 10 pL das solug¢fes de QUI e QF (para
efeito comparativo) foram adicionadas aos poc¢os na concentragéo final de 50 pg/mL. Como
padrdo utilizou-se o farmaco doxorrubicina (10 pg/mL). As placas foram incubadas novamente

por 72 h, e passado este periodo, foi adicionado 25 puL de MTT (5 mg/mL) e ap6s novo periodo
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de incubacgédo de 3 h, o meio de cultura com o0 MTT foram aspirados e 100 pL de DMSO foi
adicionado a cada poco, para realizacdo da leitura da absorbancia em leitor de microplacas
(Biorad 680, Hercules, Calif., USA) no comprimento de onda de 560 nm.

A avaliacdo da toxidade foi feita de acordo com a escala proposta por Rodrigues et al.
(2014), que atribui as porcentagens entre 95 a 100 % de inibic&o celular — citotoxica; 70 a 90
% de inibigdo celular - citotoxicidade moderada e < 50 % de inibigdo celular — sem
citotoxicidade.

5.5 Efeitos sobre o crescimento micelial radial

A inibicdo do crescimento micelial radial foi determinada pela técnica do
envenenamento do substrato de crescimento (diluicdo em meio solido). A partir deste teste, foi
selecionada a primeira concentracao capaz de inibir < 100 % do crescimento radial, assim como
o0 dobro e a metade desta primeira concentracdo, para a realizagdo das analises subsequentes.
Para realizacdo da analise, um disco de 3 mm contendo micélios de cada isolado fungico foi
retirado de uma col6nia com sete dias de cultivo em Agar Batata Dextrose (ABD) a 25 °C, e foi
colocada no centro de uma placa de Petri com ABD adicionado da QF em diferentes
concentracdes (6 - 1 mg/mL) e incubada a 25 °C. Sistemas contendo ABD sem adi¢do de QF
foram testados similarmente como controles.

O crescimento micelial radial foi medido diariamente até que a placa contendo o
controle negativo estivesse completamente coberta de micélios. O diametro de crescimento
micelial radial (mm) de cada cepa foi aferido em duas direcdes perpendiculares para obtencédo
do didmetro médio da colénia. O percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM%) foi
calculado utilizando a formula: ICM% = [(C-T) / C] x 100, onde C € o didmetro da colénia no
ensaio controle e T é o diametro da col6nia crescido em ABD suplementado com QF (LIMA et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017).

5.6 Efeitos do revestimento de quitosana-frutose no desenvolvimento de antracnose em

goiabas

As goiabas foram higienizadas com agua corrente e detergente, sanitizadas por imersao
em solugdo de hipoclorito de sodio a 0,01 % de cloro ativo por 15 minutos, lavadas novamente

com 4gua destilada esterilizada, e deixadas por 2 horas em camara de seguranca a temperatura
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ambiente (25 °C) para secar (MELO et al., 2018). Apos a higienizagdo, as frutas receberam dois
tipos de tratamento, um tratamento curativo e um tratamento preventivo.

No tratamento curativo, a superficie de cada fruta foi perfurada na regido média com
um pino esterilizado de 5 mm, a uma profundidade de 3 mm. Em seguida foram colocados em
cada perfuragdo um disco de ABD (5 mm de diametro) contendo os micélios das cepas de
Colletotrichum siamense retiradas das margens de uma colonia cultivada por sete dias em ABD
a 25 °C, sendo as frutas mantidas em camara de seguranca por 2 horas (OLIVEIRA et al.,2017).
Depois, as frutas foram imersas em 400 mL do revestimento contendo diferentes concentragdes
de QF (8, 4 e 2 mg/mL) sob agitacdo suave durante 5 minutos (GUERRA et al., 2015). As frutas
foram secas sobre papel absorvente estéril para drenagem do excesso de liquido e, quando secas
foram acondicionadas em recipientes de polietileno estéreis e revestidos com papel toalha
umedecido com agua destilada esterilizada, sendo recobertas com saco plastico para manter a
umidade relativa do ar. Para evitar o contato da fruta direto com a agua, foram utilizadas placas
de Petri esterilizadas para acomodacéo das frutas. Os recipientes foram incubados no escuro a
temperatura ambiente (25 °C) e apds 48 horas, 0s sacos de plastico e toalhas de papel foram
retirados, mantendo-se as frutas armazenadas. As frutas foram examinadas para analise de
sinais visiveis de lesdes de antracnose em diferentes intervalos de tempo (3, 6 e 9 dias).

No tratamento preventivo, os frutos foram inicialmente feridos como descrito
anteriormente e imersos em 400 mL de QF (8, 4 e 2 mg/L), com suave agitacdo por 5 minutos.
Logo apos, as goiabas foram colocadas para secagem sobre papel absorvente e mantidos em
cabine de seguranca por 2 horas. Apos a secagem, o disco de ABD (5 mm) foi transferido sobre
cada ferimento (OLIVEIRA et al., 2018a). Os frutos foram acondicionados, incubados e
examinados da mesma forma que o tratamento anterior.

Paralelamente, nas duas formas de aplicacdo da QF (tratamento curativo e preventivo)
controles negativos e positivos foram incluidos nos experimentos e analisados de forma
semelhante. O controle negativo consistiu na aplicacdo de agua destilada esterilizada em
substituicdo a QF. Para o controle positivo, foi utilizado o glicerola 1 % (1,0 mL/100 mL).

Os resultados foram expressos em percentual de reducdo do diametro da lesdo de
antracnose (PRLA), determinado pela diferenca no didmetro da lesdo nos frutos revestidos com
QF e glicerol a 1 % (controle positivo) e nos frutos do tratamento controle negativo
(MUNHUWEYI et al., 2017), de acordo com a formula: PRLA = [(N — F / N)] x 100, onde N
é o diametro da lesdo de antracnose nos frutos controle negativo e F é o didmetro da lesdo de

antracnose nos frutos revestidos com glicerol a 1 % e com as diferentes concentragdes de QF.
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5.7 Efeitos do revestimento de quitosana-frutose sobre os parametros fisico-quimicos de

goiabas

Para a avalicdo dos parametros fisico-quimicos, as goiabas foram higienizadas e imersas
nos revestimentos com diferentes concentragdes de QF (8, 4 e 2 mg/mL). Os frutos que serviram
como controle negativo foram cobertos com &gua estéril e como controle positivo foram
tratados com glicerol a 1 %, seguindo o mesmo procedimento utilizado para os ensaios
antifungicos conforme descrito no topico anterior. Apds aplicacdo dos revestimentos, as frutas
(tratadas e ndo tratadas) foram armazenadas a 25 °C em recipientes fechados, e foram analisadas
em intervalos de tempo pré-estabelecidos (0, 4, 8, e 12 dias) em relacdo aos parametros descritos
a seguir (MELO et al., 2018).

Perda de peso: A perda de peso foi medida durante todo o intervalo de armazenamento
das goiabas e calculada de acordo com Guerra et al. (2016). As frutas foram pesadas no dia da
aplicacdo das coberturas e a cada 4 dias, seguindo o intervalo de tempo para as demais analises
fisico-quimicas. O resultado foi calculado com base no percentual de perda de peso (PP%) em
relacdo ao peso inicial das frutas.

Solidos soluveis (SS): O teor de sdlidos soluveis foi determinado utilizando um
refratdmetro de bancada modelo MODEIlausJENA e os resultados foram expressos em °Brix
(AOAC, 2012).

Acidez titulavel (AT): A amostra diluida em dgua destilada na presenca de fenolftaleina
como indicador de modificacdo de pH foi titulada com solucdo de NaOH 0,1N para
determinacdo da acidez titulavel. Os resultados foram expressos em percentual de acido citrico
(AOAC, 2012).

Vitamina C: A vitamina C (mg/100mL) foi determinada pelo método oficial
titulométrico (AOAC, 2012).

pH: Os valores de pH foram determinados em 20 mL da polpa homogeneizada
utilizando um pHmetro digital da marca MICRONAL B474 (AOAC, 2012).

Firmeza: A avaliacdo da firmeza das goiabas revestidas e ndo revestidas foi realizada
com um analisador de textura CT3 (Brookfield Engineering Labs. Inc., Middleboro, EUA),
utilizando-se probe cilindrico de ago inoxidavel de 6 mm de diametro acoplado ao equipamento,
com velocidade de 1 mm/s e distancia de 10 mm. As medicGes foram realizadas na posi¢cdo
média das frutas em 5 pontos equidistantes e os resultados foram expressos em N (AQUINO;
BLANK; SANTANA, 2015).



30

Cor: A cor da casca e da polpa das frutas foi medida com colorimetro portatil Konica
Minolta CR-400 (Osaka, Japdo) que aferiu os valores do sistema CIELab (L*, a*, b*), de acordo

com a International Commission on Illumination (CIE, 1986).

5.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com estatistica descritiva (média e desvio
padréo) e testes inferencial (ANOVA e teste de Tukey) para determinacdo das diferencas
estatisticamente significantes (p < 0,05) entre os tratamentos e foi utilizado o software Sigma
Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, CA).
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6 RESULTADOS
6.1 Caracterizagdo da quitosana e frutose comerciais e da quitosana-frutose obtida

Os espectros obtidos para a QUI e a frutose comerciais e a QF elaborada (Figura 3)
apresentam, respectivamente, um pico largo em 3372, 3388 e 3423 cm?, na regido
correspondente ao estiramento OH. O pico em 2931 cm'* representa o estiramento C-H alifatico
da amostra de QUI. Os picos 2938 e 2900 cm™ representam o estiramento C-H da frutose, o
primeiro corresponde a um pico simétrico, diferentemente do segundo por este ser assimétrico.
Ainda na frutose é possivel observar o pico 1150 cm™ que representa uma deformacdo angular
no plano C-H.

Figura 3 - Espectros FTIR sobrepostos da frutose e QUI comerciais e QF obtida pela RM.
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Fonte: Autor, 2020.

Os picos em 1655 e 1572 cm? correspondem ao grupo amina C=0 da QUI e QF,
respectivamente. Na frutose o pico 1640 cm™ representa o grupo carbonila C=0, no espectro
sobreposto pode-se observar que houve um acentuado deslocamento desse pico na QF, em
relacdo a QUI e a frutose. O modo vibracional do estiramento da ligagdo N-H (amida 1) com
valor de 3372 cm™ e 3423 pode ser observado no espectro da QUI e QF, respectivamente. Os

valores do grupamento O-H e N-H est&o sobrepostos no espectro.
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Os picos 1062, 1058 e 1071 cm™ representam o estiramento C-O do grupo alcdolico
priméario (-CH2 — OH) da QUI, frutose e QF, respectivamente. Vale ressaltar que quando a
frutose foi adicionada os picos a partir de 978 cm™ desapareceram ou diminuiram na QF. O
pico 1379 cm™ no espectro da QUI desapareceu quando a frutose foi adicionada. A deformagéo
axial C-N da amida apresenta-se no pico 1424 cm™ na QUI e na QF este pico apresentou maior

intensidade em 1411 cm™ na QF.

6.2 Efeitos da citotoxicidade da quitosana comercial e quitosana-frutose

Os percentuais e o erro padrdo médio da inibicdo das linhagens celulares expostas a QUI
e QF estdo apresentados na Tabela 1. O resultado do ensaio do MTT confirmou que a QUI e a
QF, na concentracdo avaliada (10 mg/mL), ndo apresentaram toxicidade em relacdo as
linhagens de células empregadas no teste. A QUI e a QF apresentaram citotoxicidade < 50% na
concentracdo de 50 pg/mL frente as linhagens testadas. Com os valores obtidos abaixo de 50

% de citotoxicidade, as amostras ndo foram consideradas toxicas.

Tabela 1 - Percentual de inibicao das linhagens celulares HCT-116 (carcinoma colorretal humano),
HT-29 (adenocarcinoma colorretal humano), HeLa (adenocarcinoma de colo de utero humano e L-
929 (fibroblasto de camundongos) expostas a quitosana padrdo (QUI) e quitosana-frutose (QF)

% inibicdo + erro padrdo médio

Produtos teste

HCT-116 HT-29 HelLa L-929
QUI 11,93 +£2,95 17,12+ 2,15 24,82 £ 2,63 10,99 £ 0,83
QF 33,24 +£1,34 32,38 £3,31 24,06 £0,71 20,84 +£2,09

6.3 Efeitos da quitosana-frutose no crescimento micelial de Colletotrichum siamense

Os valores do ICM% causados pelas diferentes concentra¢fes de QF nas cinco cepas de
C. siamense sdo apresentados na Tabela 2. As concentracfes de 6 e 5 mg/mL de QF resultaram
em 100% de ICM em todas as cepas testadas, enquanto 4, 3, 2 e 1 mg/mL apresentaram valores
de ICM% <100%. Os valores do ICM% diferiram estatisticamente, 0s maiores valores de
ICM% foram verificados na cepa CMM 3227, exceto na concentracdo de 1 mg/mL que causou
maior taxa de ICM% em CMM 3222. Enguanto os menores indices do ICM% foram observados
em CMM 3206. Neste ensaio a primeira concentracdo capaz de inibir <100% do crescimento
radial (4 mg/mL) foi selecionada, para a realizagdo das demais anélises, bem como o dobro (8

mg/mL) e a metade (2 mg/mL) desta primeira concentracao.
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Tabela 2 — Inibigéo do crescimento micelial radial (ICM%) das diferentes cepas de C. siamense
apos a exposicdo a diferentes concentragdes de quitosana-frutose em meio sélido (25 °C).

QF ICM%
mg/mL  CMM 3227 CMM 3222 CMM 3206 CMM 3253 CMM 3260
6 100(z0,00»  100(x0,00  100(0,00)  100(0,00)  100(*0,00)"*

5 100(0,00)** 100(+0,00)* 100(+0,00)* 100(+0,00)* 100(+0,00)*A
4 98,76(x1,75)**  67,71(x1,47)**®  64,59(+2,95)"® 87,50(x17,68)*%  87,50(+5,90)*
3 80,21(x7,37)°*  72,92(+2,95)"  52,09(+2,95)®  66,67(x0,00)*8  70,84(5,89)"
2 61,46(x4,42)  50,00(x5,90)*  0,00(x0,00)  25,00(x0,00)®  27,09(2,95)®
1 2,09(x2,95)®  21,00(¢5,66)*  0,00(x0,00)%® 0,00(+0,00) 0,00(+0,00)®

Os resultados séo expressos como percentual de inibicdo do crescimento micelial radial em
comparagdo com o tratamento controle.
#d Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com
o teste de Tukey. AC Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa
(p<0,05) de acordo com o teste Tukey.

6.4 Efeitos do revestimento comestivel de quitosana-frutose na severidade da antracnose

em goiabas

Para realizacdo desta analise, foram escolhidas as duas cepas que apresentaram maior
tolerancia a QF no ensaio da inibi¢do do crescimento radial. Os efeitos do revestimento de QF
e os tratamentos com glicerol 1% (controle positivo) no desenvolvimento da lesdo de antracnose
(expressa como porcentagem de reducdo do diametro da lesdo de antracnose, ou seja, PRLA)
causadas por diferentes cepas de C. siamense em goiabas durante o periodo de 9 dias a 25 °C

sdo apresentados na Tabela 3 (tratamento curativo) e na Tabela 4 (tratamento preventivo).

Tabela 3 — Reducdo do diametro da lesdo de antracnose em relacdo ao controle negativo do tratamento
curativo em goiabas revestidas com quitosana-frutose (2, 4 e 8 mg/mL) e inoculado com diferentes cepas
patogénicas de C. siamense, armazenadas a 25 °C durante 9 dias.

Dias de armazenamento

F Tratament
ungos ratamentos 6 9

CMM 3222 Controle + 25,67 (£2,90)* 10,64 (+4,01)"® 22,78 (£7,65)
2 mg/mL 21,98 (+5,14)% 18,51 (#5,61)® 3,97 (+10,13)*
4 mg/mL 41,93 (+11,18)* 24,54 (¥3,50)*8 10,71 (+3,15)®
8 mg/mL 43,01 (+10,37)* 20,83 (+2,41)*® 15,08 (+10,13)®

CMM 3206 Controle + 0,00 (+7,53)* 4,23 (+2,42)* 3,13 (+4,75)%
2 mg/mL 0,00 (+13,04)* 21,69 (£18,40)* 14,12 (+15,29)*
4 mg/mL 8,69 (+15,68)* 11,64 (+8,14)* 10,98 (+5,81)*
8 mg/mL 39,13 (+54,300* 18,52 (+8,15)* 13,72 (+12,08)*

Os resultados séo expressos como percentual de redugéo da lesdo de antracnose (PRLA) em comparagéo
ao tratamento controle negativo.

*b Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste
de Tukey. ~° Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo
com o teste Tukey.
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No tratamento curativo (Tabela 3), a aplicacdo da QF em todas as concentracdes testadas
(8, 4 e 2 mg/mL) resultou em diminuicdo da gravidade da lesdo de antracnose em goiaba
infectada com C. siamense CMM 3222 e CMM 3206. As goiabas revestidas com QF
apresentaram menor gravidade da lesdo em comparacdo aos frutos tratados com glicerol 1%
(controle positivo). Houve diferenca significativa entre os tratamentos no sexto dia de
armazenamento. A CMM 3206 apresentou maior tolerancia a QF do que a CMM 3222, achado
que pode ser observado de forma mais evidente no ensaio in vitro, especialmente nas
concentracdes de 2 e 1 mg/mL da substancia teste.

Com relacdo ao tratamento preventivo (Tabela 4), as lesbes caracteristicas de antracnose
diminuiram em relagdo aos controles (positivo e negativo). Durante 0 armazenamento 0s
valores de PRLA foram diminuindo em todos os tratamentos. No nono dia de analise 0 maior
percentual de inibi¢do pode ser observado nas goiabas revestidas com 4 mg/mL de QF na cepa
CMM 3222 e no mesmo dia 0 maior percentual de inibicdo observado na CMM 3206 foi nas

frutas revestidas com 8 mg/mL de QF.

Tabela 4 — Reducdo do diametro da lesdo de antracnose em relacéo ao controle negativo do tratamento
preventivo em goiabas revestidas com quitosana-frutose (2, 4 e 8 mg/mL) e inoculado com diferentes
cepas patogénicas de C. siamense, armazenadas a 25 °C durante 9 dias.

Dias de armazenamento

Fungos Tratamentos 5 9

CMM 3222 Controle + 10,34 (+15,03)* 0,55 (+7,40)* -3,74 (+3,68)*
2 mg/mL 31,03 (x9,12)* 12,02 (+15,57)* 2,21 (+12,58)*
4 mg/mL 24,14 (x27,37)* 27,95 (+18,90)* 16,24 (+12,06)*
8 mg/mL 37,93 (£6,90)* 20,76 (£8,41)*® 10,29 (+7,69)*

CMM 3206 Controle + 74,07 (+44,91)* 16,04 (+9,33)** 13,15 (#9,11)*
2 mg/mL -3,70 (+25,66)* 7,33 (x19,42)* 8,33 (+14,43)*
4 mg/mL 66,67 (x57,74)* 11,69 (x7,77)* 16,67 (+4,23)*
8 mg/mL 53,70 (+40,19)* 27,86 (+12,70)** 17,98 (+9,70)**

Os resultados sdo expressos como percentual de reducédo da lesdo de antracnose (PRLA) em comparagédo
ao tratamento controle negativo.

*b Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste
de Tukey. ~® Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo
com o teste Tukey.

O tratamento curativo mostrou maior PRLA na CMM 3222 nos dias 6 e 9 quando as
frutas foram tratadas com 4 mg/mL de QF. Ja no tratamento preventivo das goiabas infectadas
com CMM 3206, no dia 3 as goiabas revestidas com 4 e 8 mg/mL apresentaram os valores mais

altos de PRLA, embora o controle positivo tenha apresentado valores ainda mais altos. No geral,
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nos dois tipos de tratamento aplicados, 0 PRLA foi decrescendo no decorrer do armazenamento
dos frutos, com valores de inibicdo muito préximos ndo h&d como afirmar qual dos testes

demonstrou melhores resultados.

6.5 Efeitos da quitosana-frutose sobre qualidade pés-colheita de goiabas

Os resultados das caracteristicas fisico-quimicas das goiabas revestidas e ndo revestidas
com QF estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Os frutos apresentaram perda de peso ao longo do armazenamento (Tabela 5). No
entanto, a perda de peso foi menor nas frutas revestidas com 4 mg/mL de QF em todos os dias
de armazenamento. Os maiores valores de PP% encontrados foram nas goiabas tratadas com 2
mg/mL de QF, ao longo do armazenamento.

Os teores de SS das amostras mostraram diferenca significativa. Os valores de SS em
frutas tratadas com 4 e 8 mg/mL foram menores no 12° dia de armazenamento em comparagao
aos tratamentos controle e as frutas tratadas com 2 mg/mL de QF. Os maiores valores foram
encontrados nos tratamentos de 2 mg/mL de QF, controle negativo e controle positivo,
respectivamente, no ultimo dia de armazenamento.

Os dados da AT ndo mostraram diferenca significativa no ultimo dia de analise. Os
teores de AT diminuiram em goiabas revestidas com 4 mg/mL de QF no 12° dia de
armazenamento. Nas frutas revestidas com 8 mg/mL os valores de acidez diminuiram a partir
do oitavo dia de armazenamento. Os maiores valores foram encontrados no oitavo dia de
armazenamento nas goiabas revestidas com o controle negativo e 2 mg/mL de QF,
respectivamente.

Os valores de vitamina C diferiram estatisticamente, mostrando, aumento dos teores
durante o periodo de 8 dias de armazanamento para as frutas tratadas e ndo tratadas, e reducéo
nesses valores no 12° dia de analise. No ultimo dia de armazenamento as goiabas que
apresentaram o menor teor de vitamina C foram as cobertas com a 2, 8 e 4 mg/mL de QF,
respectivamente.

No geral, os valores de pH aumentaram ao longo do tempo de armazenamento e
apresentaram diferenca significativa. A variacao desse indice foi maior nas frutas cobertas com
8 mg/mL de QF e, ndo foi demonstrada variagéo entre os frutos tratados e ndo tradados.

Com relagéo a firmeza das goiabas, foi observada diferenca significativa entre os grupos
tratados e ndo tratados com QF durante os 12 dias de armazenamento (Tabela 6). Das goiabas

revestidas com QF, a que apresentou menor valor de firmeza foi a concentracdo de 2 mg/mL.
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As frutas cobertas com 4 mg/mL de QF apresentaram maior firmeza que as frutas ndo revestidas

(controle negativo) no 12° dia de armazenamento.

Tabela 5 — Caracteristicas fisico-quimicas da goiaba sem revestimento e revestido com quitosana-
frutose (2, 4 e 8 mg/mL) durante 12 dias de armazenamento a temperatura ambiente (25 °C). Os
resultados sdo expressos como média + desvio padrao.

Dias de armazenamento

Tratamentos

4 8 12

Perda de peso (%)

Controle — Nt 8,73 (+1,15) 17,87 (+2,44)*8 25,32 (+3,46)*
Controle + nt 11,37 (¢1,33)*® 16,72 (+1,26)*" 24,37 (+3,21)*
2 mg/mL nt 12,86 (+2,68)* 21,50 (+4,00)8 28,12 (+4,42)*
4 mg/mL nt 8,51 (0,51)* 13,85 (+0,69)® 21,14 (¥2,47)
8 mg/mL nt 9,85 (*2,27)® 15,32 (£2,50)" 21,97 (¢4,02)*
Sélidos soluveis (°Brix)

Controle — 7,20 (+0,00) 7,20 (20,00)° 8,00 (+0,00)* 8,00 (x0,00)*®
Controle + 7,20 (x0,00)®® 8,00 (+0,00)*A 4,00 (+0,00)® 7,20 (x0,00)°

2 mg/mL 8,00 (+0,00)*® 7,20 (x0,00)* 6,40 (x0,00)*° 8,80 (+0,00)*
4 mg/mL 8,00 (£0,00)™ 7,20 (x0,00)® 4,00 (x0,00)% 6,40 (£0,00)%

8 mg/mL 6,40 (+0,00)*® 8,00 (£0,00)™ 3,60 (+0,00)*° 5,60 (+0,00)°°
Acidez titulavel (% acido citrico)

Controle — 0,47 (£0,07)®® 0,59 (+0,01)®*® 0,83 (+0,06)* 0,53 (£0,11)%®
Controle + 0,43 (+0,03)™ 0,51 (£0,03)™* 0,60 (£0,00)™ 0,65 (+0,13)*

2 mg/mL 0,57 (¥0,01)®*® 0,47 (20,02)® 0,75 (+0,08)®A 0,71 (¥0,03)*
4 mg/mL 0,62 (x0,01)*® 0,56 (x0,01)®8¢ 0,63 (x0,01)** 0,54 (0,03)%°

8 mg/mL 0,56 (+0,03)®* 0,62 (+0,03)** 0,57 (+0,00)™ 0,53 (+0,02)**
Vitamina C (mg/100mL)

Controle — 26,25 (+0,00)*° 39,38 (3,71)*® 57,50 (+0,00)* 37,38 (x0,00)*
Controle + 34,13 (3,71 39,38 (x3,71)* 31,63 (x4,07)"* 34,50 (x0,00)®*
2 mg/mL 39,38 (£3,71)*® 39,38 (3,71)*® 57,50 (x0,00)* 31,63 (+4,07)*®
4 mg/mL 15,75 (0,00)< 21,00 (+0,00)°8¢ 51,75 (8,13)* 37,38 (x4,07)"®
8 mg/mL 26,25 (0,00)*° 42,00 (+0,00)** 28,75 (+0,00)® 23,00 (0,00)*°
pH

Controle — 3,83 (x0,01)*® 3,64 (+0,03)* 3,67 (20,01)* 4,03 (+0,01)**
Controle + 3,79 (x0,00)™ 3,94 (+0,01)* 3,72 (x0,01)° 3,98 (+0,02)**

2 mg/mL 3,60 (+0,00)* 3,80 (+0,01)™ 3,55 (+0,00)*° 3,88 (+0,01)*
4 mg/mL 3,64 (x0,02)® 3,81 (+0,00)™® 3,76 (+0,00)™ 4,20 (+0,01)*
8 mg/mL 3,82 (+0,00)* 3,59 (+0,00)"° 4,12 (+0,00)*® 4,31 (+0,00)**

Nt: ndo tratadas.

¢ Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste
de Tukey. P Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Nos resultados da andlise da cor (Tabela 6), houve diferenca significativa entre os
tratamentos. O valor de L* aumentou ao longo dos 12 dias de armazenamento das goiabas
controle e com as coberturas. Dentre as goiabas revestidas com QF, a que apresentou maior

valor de L* foi a concentracdo de 2 mg/mL.
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Os valores de a* ndo mostraram diferenca significativa entre os tratamentos no primeiro
dia de anéalise. Observou-se que ocorreu aumento ao longo do periodo de armazenamento em
todos as goiabas tratadas e ndo tratadas. As amostras tratadas com 8 mg/mL de QF apresentaram
uma menor variabilidade para este parametro.

Quanto ao atributo b*, houve diferenca significativa entre os indices encontrados para
cada tratamento. Os valores aumentaram durante o armazenamento das goiabas revestidas e
ndo revestidas. As frutas cobertas com 4 mg/mL de QF apresentaram menor variacdo nos
valores de b* durante os 12 dias de andlise.

Tabela 6 — Efeito das coberturas de quitosana-frutose (2, 4 e 8 mg/mL) sobre a firmeza e cor das goiabas
armazenadas a temperatura ambiente (25 °C) por 12 dias.

Tratamentos Dias de armazenamento

0 4 8 12
Firmeza (N)
Controle — 11,97 (£2,59)* 13,53 (+2,47)® 34,68 (+5,53)* 4,34 (£1,94)°
Controle + 22,12 (£5,28)"* 3,61 (¥2,24)® 12,45 (¥4,39)"8 6,10 (x1,24)*®
2 mg/mL 47,20 (£5,74)* 3,93 (£1,32)® 7,66 (+2,43)"E 6,95 (+1,32)®®
4 mg/mL 21,57 (¥5,45)** 10,56 (+1,91)** 4,86 (3,36) 7,67 (£2,28)*®
8 mg/mL 14,35 (+1,53)*® 31,59 (+6,59)* 6,93 (+1,92)¢ 7,07 (+0,83)®C
Paréametros de cor
L*
Controle — 26,62 (+0,72)* 29,46 (+2,83)* 30,21 (¥1,17)* 30,67 (£3,41)"
Controle + 26,92 (+1,28)*® 23,46 (£1,04)*° 28,80 (+0,51)* 35,60 (+1,56)*
2 mg/mL 25,15 (+0,32)"® 22,08 (+0,56)° 22,88 (+1,54)*C 30,68 (+1,75)**
4 mg/mL 23,88 (+0,60)® 30,53 (+2,00)* 28,68 (+2,18)* 28,63 (+1,54)**
8 mg/mL 23,49 (+0,28)® 29,70 (+1,50)** 24,43 (+2,09)® 28,57 (+0,90)**
a*
Controle — 1,05 (+0,34)* 4,75 (x0,55)"® 1,01 (+0,05)* 6,67 (+0,49)*
Controle + 1,28 (+0,19)* 8,40 (+0,53)* 5,92 (+0,17)®® 5,52 (+0,56)®®
2 mg/mL 1,67 (+0,61)* 7,54 (£1,13)* 6,58 (+1,34)*® 5,74 (+0,49)®®
4 mg/mL 1,05 (+0,21)*® 4,04 (x0,41)* 4,45 (x1,57)" 5,76 (+1,09)®4
8 mg/mL 1,47 (+0,83)*® 1,52 (0,40)® 4,54 (+1,26)*A 4,86 (£0,63)™
b*
Controle — 7,31 (x0,12)* 8,25 (0,77)"® 11,63 (20,41)* 11,14 (+0,21)®A
Controle + 7,89 (+0,17)% 9,28 (+0,45)"™® 9,77 (x0,33)™® 12,04 (x0,54)*
2 mg/mL 7,57 (£0,03)*¢ 7,22 (+0,12)° 8,83 (*0,79)® 10,13 (20,73)>A
4 mg/mL 7,86 (+0,27)%® 9,22 (+0,59)™ 9,41 (*0,36)A 9,78 (+0,74)*
8 mg/mL 7,34 (£0,31)* 10,83 (+0,64)** 8,93 (+0,33)"® 10,37 (+0,30)>A

¢ Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste
de Tukey. A Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo
com o teste Tukey.
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7 DISCUSSAO

No que concerne aos aspectos estruturais das substancias, os espectros na regido do
infravermelho apresentam as bandas harmdnicas e de combinac¢do de algumas das vibragoes
refletindo a posicéo e a intensidade dessas bandas. E considerada uma boa técnica para avaliar
quantitativamente muitos compostos além de auxiliar na detec¢do de modificagdes nos produtos
(MA et al., 2018; ROHAETI et al., 2015).

Zhang, Yang e Zhao (2015) encontraram estiramento C-H assimétrico em carboidratos
na regido 2926 cm™. Esse estiramento assimétrico do grupo C-H pode ser observado em 2950
a 2900 cm™. As bandas OH existentes nas estruturas dos monossacarideos como a frutose, e
polimeros como a quitosana, podem ser observadas em 3600 a 3000 cm™ (OLIVEIRA et al.,
2014; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).

Berger et al. (2018) observaram em 1657 cm™ pico correspondente ao grupo amina C=0
(amida 1) da QUI, resultado semelhante ao encontrado nesse estudo. O deslocamento observado
do pico da QF na amida I, sugere que pode ter ocorrido uma interacdo da QUI com a molécula
de frutose. Melo et al. (2018) também encontrou picos sobrepostos do grupamento O-H e N-H
(amida 11) da QUI, em torno de 3551 cm™, pois 0 modo vibracional pode ocorrer na mesma
regido do espectro.

A intensidade do pico C-N da QF aumentou em relagcdo ao da QUI, indicando que a
frutose foi incorporada na quitosana através da formacéo das bases de Schiff (ligacdo dupla C-
N) entre a terminacdo redutora da frutose e o grupo amino da quitosana (DASH et al., 2011,
LIANG et al., 2014). Pavia et al. (2015) descreveram que o estiramento C-N acontece na faixa
de 1350 a 1000 cm™. Com a adic&o da frutose os picos a partir de 978 cm™ desapareceram ou
diminuiram na QF, sugerindo que a unidade de agucar da QF foi clivada com a adicdo de frutose
(UMEMURA; KAWAI, 2007).

Com relacédo a citotoxicidade, o MTT € um teste colorimétrico usado para verificar a
viabilidade celular e, tem sido evidenciado que alteragdes no funcionamento mitocondrial
podem estar relacionados ao estresse oxidativo, em decorréncia do papel que as mitocéndrias
exercem como o principal componente celular na geracao de radicais livres (GRACIOLI et al.,
2013). Quanto a classificacdo da QUI e da QF frente a atividade citotoxica, o percentual de
inibicdo celular por MTT quando inferior a 50 %, permite classificar a substancia como ndo
citotoxica na concentragdo testada (FREIRE et al., 2016).

Com relagéo a citotoxicidade, no estudo de Zhang et al. (2016), o teste do MTT mostrou

que QUI modificada pela RM mostrou boa viabilidade celular (70,86-99,16%) em células



39

HLMVEC (celulas endoteliais microvasculares do pulm@ humano) na concentragdo de 0,12 a
1 mg/mL. Jung et al. (2014) demonstraram que a citotoxicidade dos PRM de quitooligdmeros
em células hepaticas, apontaram viabilidade de 100% para todas as concentra¢des da substancia
teste apds 24 h, indicando que os compostos avaliados ndo eram tdxicos as células.

Estudos mostraram que os PRM de QUI exibem melhor atividade antimicrobiana em
comparagdo com a QUI padréo (LUO et al., 2013; ZHANG; YANG; ZHAO, 2015). Nesse
estudo, 0 ICM% da QF testada frente aos fungos fitopatogénicos demonstrou ser menor do que
a da QUI convencional testada em estudos prévios, com valores inibitorios (<100%) de 5
mg/mL (BRAGA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2017).

A QF (6, 5, 4, 3, 2 mg/mL) inibiu efetivamente o crescimento de todas as cepas de C.
siamense testadas em meio sintético (concentracdo-dependente). Um estudo anterior encontrou
que a QUI (2,5 e 3,0%) inibiu o crescimento micelial de C. glosporioides in vitro em 100%
durante o periodo de 7 dias de incubacdo, enquanto que nas concentracdes de 0,5 e 1,5% o
crescimento micelial comecou no segundo e no quarto dia de incubacdo, respectivamente, e
cessou apos quatro e seis dias, respectivamente (BAUTISTA-BANOS et al., 2003). Contudo,
ndo ha relato anterior sobre os efeitos da QF no crescimento de C. siamense em frutos.

As propriedades antifungicas da QUI estdo associadas com a sua capacidade de interagir
através de sua cadeia catidnica (grupos amino) com os fosfolipidios da membrana plasmatica
dos fungos que sdo carregados negativamente, afetando a permeabilidade da membrana e
causando perda de componentes intracelulares (ALOUI et al., 2014; KONG et al., 2010). Além
disso, a eficacia de revestimentos a base de QUI na inibicdo de fungos patogénicos em frutas
esta relacionada a capacidade de induzir o aumento da producdo de enzimas relacionadas a
defesa, como polifenoloxidase e peroxidase (EDIRISINGHE et al., 2014).

Os revestimentos de QF (2, 4 e 8 mg/mL) foram capazes de diminuir a severidade das
lesbes de antracnose em goiabas inoculadas com C. siamense CMM 3222 e CMM 3206 ao
longo de 8 dias de armazenamento. Esses achados estdo em acordo com um estudo anterior que
observou em goiabas revestidas com QUI e éleo essencial de Cymbopogon citratus, efeitos
inibitérios notaveis na reducdo da severidade das lesbes de antracnose causadas por C.
siamense, C. asianum, C. fructicola, C. karstii e C. tropicale. O revestimento formado por 5
mg/mL de QUI + 0,6 pL/mL do 6leo causou a maior reducdo (p<0,05) no desenvolvimento da
lesdo de antracnose (PRLA: 100,00-33,00) nesta fruta até o 12° dia de armazenamento, mesmo
em comparacgdo a fungicidas sintéticos usados como controle positivo (thiophanate-methyl —
PRLA: 90,10-0,00; difenoconazole — PRLA: 79,40-0,00) (OLIVEIRA et al., 2018a).
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Com relagéo a perda de peso, o uso da QF pode proporcionar um controle adicional a
esse parametro de qualidade, como verificado por Silva et al. (2018), que apds 96 horas de
aplicacdo do revestimento, as goiabas cobertas com maior concentracdo de QUI (3,0%)
apresentaram menor PP% que concentragdes mais baixas (QUI: 2,0-1,0%) e o controle (sem
revestimento). Isto implica em efeito benéfico do revestimento de QF devido a diminui¢do na
taxa de transpiracdo das frutas e consequente reducdo da perda de agua.

A perda de peso se deve principalmente a perda de dgua causada pelos processos de
respiracdo e transpiracdo dos frutos, e é considerada um bom indicador para mostrar o efeito
dos revestimentos na preservacao da qualidade das frutas (ETEMADIPOOR et al., 2019, ZHU
et al., 2008). O revestimento de frutas com QUI é comprovadamente eficaz em conferir uma
barreira fisica a perda de umidade; assim, uma diminui¢do do PP% nos frutos revestidos com
esse composto natural foi demonstrada em mamédo (ALI et al., 2011), morango
(HERNANDEZ-MURNOZ et al., 2008) e mangas (JONGSRI et al., 2016).

A reducdo do teor de SS nas goiabas causada pela QF pode ser devido a menor taxa de
respiracdo e atividade metabolica da fruta, retardando o seu processo de amadurecimento
(OLIVEIRA et al., 2014). Essa propriedade pode ser elevada quando a concentracdo de QF é
maior, o que foi confirmado pela menor concentracdo de SS nas concentragdes de 4 e 8 mg/mL
de QF. Estes dados corroboram com resultados encontrados por Melo et al. (2018) em uvas
tratadas com nanoparticulas de QUI, o teor de SS foi menor em uvas cobertas com biofilmes
feitos com maior concentracdo de nanoparticulas.

Além disso, a propriedade de formacdo de gel da QUI constitui uma barreira semi-
permeavel ao redor da fruta, alterando a atmosfera interna, diminuindo o gas oxigénio e/ou
elevando o dioxido de carbono, enquanto reduz a producdo de etileno (DONG et al., 2004;
SILVA et al., 2018).

O acido citrico é o principal acido organico da fruta madura. E a AT das goiabas
diminuiu nas frutas revestidas com 4 mg/mL de QF (12° dia) e 8 mg/mL a partir do 8° dia, sendo
diretamente proporcional ao aumento das concentracdes de QF. Han et al. (2004) observaram
que a AT de morango e framboesa cobertas com QUI diminuiu, atrasando efetivamente o
amadurecimento das frutas.

Um estudo anterior mostrou que processos respiratorios consomem acidos organicos e
solidos sollveis para manter o metabolismo normal da fruta durante o armazenamento (ZHOU
et al., 2008). A cobertura comestivel torna-se uma alternativa para limitar essa atividade
respiratoria e metabdlica da fruta, diminuindo a perda de componentes nutricionais, como SS e
AT (HAGENMAIER, 2005).
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Neste trabalho, foi possivel observar que houve um aumento mais acentuado nos valores
de vitamina C nos frutos controle em relacdo aos frutos revestidos. Esse mesmo resultado foi
observado por Oliveira et al., (2018b). No estudo de Hong et al (2012), frutas revestidas com
1,0 e 2,0% de QUI apresentaram uma reducdo mais lenta dos teores de vitamina C, insinuando
que o revestimento de QUI diminui a perda de vitamina C.

O revestimento atrasou o processo de amadurecimento dos frutos e esse efeito causado
pela cobertura de QF induziu uma diminui¢do do teor de vitamina C em relacdo aos frutos
controle, possivelmente devido a reducdo de difusdo de O, o que diminui a taxa de respiracéo
dos frutos tratados e, consequentemente atrasa a reacdo de oxidacdo do &cido ascorbico da fruta
(GOL; PATEO; RAO, 2013).

O pH foi mantido entre 3,55 e 4,31 e mostrou diferencas significativas (p<0,05) entre
0s tratamentos ao longo do periodo de armazenamento. No entanto, Perdones et al. (2012)
observaram que, em morangos revestidos com QUI e 6leo essencial de liméo, os valores de pH
foram significativamente inferiores aos de frutas ndo revestidas apds o 15° dia de
armazenamento a 4 °C. Conforme discutido por Kim et al. (2014), o tipo de cobertura
comestivel, o tempo e a temperatura de armazenamento ndo afetam significativamente o pH
das frutas.

As diferentes concentracfes de QF podem ndo ter influenciado nos resultados do pH,
pois, as alteracdes de pH em frutas podem estar relacionadas com a variabilidade natural do
fruto e ndo ao tratamento aplicado. Assim, alteracdes observadas nos valores de pH por alguns
dias de armazenamento podem ser devido a diferencas na composicéo de acidos organicos nas
frutas (VARGAS et al., 2006).

No presente estudo, o amolecimento dos frutos revestidos com 8 mg/mL QF foi
reduzido em comparagdo ao controle negativo no ultimo dia de armazenamento. No entanto,
em estudo realizado por Hong et al. (2012), goiabas revestidas com QUI ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo a firmeza quando comparadas ao grupo controle. Esses
autores perceberam que as goiabas sem revestimento mostraram perda gradual de firmeza a
partir do terceiro dia de armazenamento, enquanto a firmeza das goiabas revestidas também
diminuiu, porém, no sexto dia de armazenamento, os valores de firmeza das amostras revestidas
foram maiores em comparagdo com as amostras controle.

A firmeza das frutas é um dos mais importantes atributos da vida pds-colheita e
qualidade dos frutos, sendo muitas vezes o primeiro parametro julgado pelo consumidor porque
esta relacionado a aceitacdo geral do fruto (SILVA et al., 2018). A perda de textura nos frutos

é devida a alteragGes na composicdo da parede celular, uma vez que as pectinas sao responsaveis
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pela coesdo dos frutos e sdo os principais componentes da lamela média, bem como elementos
estruturais na parede celular primaria (MURMU; MISHRA, 2017; KHALIQ et al., 2015).

A goiaba possui um alto teor de pectinas e, em conjunto com a fracdo da fibra, sdo
responsaveis pela integridade da parede celular. Durante o processo de maturacao, as principais
enzimas que degradam a parede celular podem agir sinergicamente para diminuir o tamanho
molecular dos polimeros de pectina dentro da parede celular, levando a despolimerizacdo e
inducdo de solubilidades de polissacarideos da pectina (JAIN et al., 2001).

A manutencdo da firmeza nas goiabas com coberturas a base de QUI pode estar
relacionada a sua maior atividade antifingica e cobertura da cuticula das lenticelas, reduzindo
a infeccdo, a respiracdo e outros processos normais da maturagdo dos frutos durante o
armazenamento (MARTINES-ROMERO et al., 2006).

A cor da casca e da polpa das frutas estdo entre as caracteristicas visuais mais
importantes que afetam a percepc¢éo geral da qualidade das frutas pelos consumidores. As cores
da casca da goiaba vdo do verde ao amarelo, representando a fruta madura (CISSE et al., 2015;
SILVA et al., 2018).

Os valores da luminosidade (L*) oscilaram durante o periodo de armazenamento das
goiabas, tanto nos grupos tratados com QF quanto nos grupos controle (+ e -). No entanto, em
termos gerais, 0s grupos tratados apresentaram menores valores de L*, sugerindo auxilio na
manutencdo da luminosidade devido ao retardo no processo de maturacdo das frutas. O aumento
da luminosidade tambem foi demonstrado por Mattiuz e Durigan (2001) no pos-colheita de
goiabas, esse processo foi atribuido ao avanco da maturacdo, que, em condi¢es normais, torna
os frutos mais claros.

O valor de a* aumentou com o progresso do tempo de armazenamento, porém se
manteve semelhante para as goiabas revestidas com as maiores concentrac6es de QF, indicando
que a adicdo de QF poderia causar atraso no escurecimento e, portanto, no processo de
amadurecimento em goiabas (NAIR; SAXENA; KAUR, 2018).

No estudo prévio das autoras Aquino, Blank e Santana (2015) goiabas revestidas de
QUI, amido de mandioca e 6leo essencial de Lippia gracilis Schauer, o valor de b* aumentou
nas goiabas sem revestimento e diminuiu nas goiabas revestidas durante 10 dias de
armazenamento a temperatura ambiente, corroborando com os dados encontrados nesse estudo.
Os revestimentos comestiveis contendo uma mistura de 1,0% ou 3,0% do 6leo essencial
resultaram em goiabas exibindo menor intensidade de cores vermelhas e amarelas durante o

periodo de armazenamento a temperatura ambiente, em comparagdo com frutas ndo revestidas
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e aquelas revestidas apenas com QUI. Isso indica que a adicdo de Oleo essencial aos

revestimentos comestiveis atrasou o amadurecimento dos frutos naquele periodo.



44

8 CONCLUSAO

A anélise de caracterizacdo através dos espectros de infravermelho, mostram que houve
a ligacdo entre a QUI e a frutose. A QF apresentou melhor atividade antiflngica in vitro que a
QUI padrdo. A QF mostrou-se atdxica conforme o ensaio do MTT. A aplicacdo de QF como
revestimento de goiabas infectadas artificialmente diminuiu o desenvolvimento de antracnose
causado por cepas de C. siamense, podendo ser observada a diminuicéo na severidade da leséo
nos frutos revestidos. O revestimento elaborado manteve as caracteristicas de qualidade fisico-
quimicas da goiaba durante o armazenamento. Com base nestes resultados, a aplicacdo de
revestimentos de QF podem ser alternativas promissoras para o controle da antracnose causada
por C. siamense em goiabas da variedade Pedro Sato, a eficacia antifungica destes tratamentos

independe se o revestimento sera aplicafo com um efeito curativo ou preventivo.
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