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RESUMO

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) é um pseudofruto que possui um alto grau
de perecibilidade principalmente devido as infec¢bes fungicas. A aplicacdo de
agrotoxicos € a principal estratégia utilizada no controle de micro-organismos no
pés-colheita, porém pode causar danos ao organismo humano, ao meio ambiente e
afetar as caracteristicas fisico-quimicas dos produtos. Diante disso, a industria
alimenticia tem buscado desenvolver tecnologias alternativas seguras como 0
emprego de coberturas comestiveis a base de polissacarideos com destaque as que
empregam a quitosana. Quitosana € um polimero natural com propriedades
potencializadas quando esta sob a forma de seus sais hidrossoliveis e em
nanoparticulas, podendo carrear 6leos vegetais encapsulados. A semente do
maracuja € rica em compostos bioativos, que permitem que esses residuos
industriais sejam transformados em fontes alternativas de 6leos com propriedades
funcionais com caracteristicas antioxidante e antimicrobiana. A presente proposta
desenvolveu e avaliou, a agao antimicrobiana e conservativa da cobertura
comestivel de nanoparticulas de cloridrato de quitosana com e sem o 6leo da
semente de maracuja (OSM) encapsulado na conservacdo pos-colheita de
morangos. As nanoparticulas de cloridrato de quitosana carregadas com o Oleo de
semente de maracuja foram preparadas pela técnica de coacervacao complexa e a
formulagdo selecionada apo0s a analise de estabilidade foi a elaborada com a
proporcdo material de parede: OSM de 1:0,50 (NP-OSM-0,50) que foi caracterizada
por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), Potencial Zeta, Espectroscopia na regiao
do infravermelho (FTIR) e por Microscopia Eletronica de Varedura (MEV). Essas
nanoparticulas apresentaram pequena dimensao (159,21+4,80 nm), baixo potencial
zeta (9,00+2,40 mV), indice de polidisperséo (0,40) e mantiveram-se estaveis por 90
dias. A estrutura densa e esférica foi confirmada pela analise de MEV e FTIR. As
andlises térmicas confirmaram o sucesso da encapsulacdo do O6leo. As
nanoparticulas apresentaram atividade antifungica contra os dois fungos
fitopatogénicos avaliados (CIM 0,75 mg mL* para Colletotrichum siamense e 1,5 mg
mL?® para o Aspergillus niger) e em concentracées sub-inibitérias promoveram
alteracbes morfolégicas nos micélios dos dois fungos. As coberturas elaboradas

foram capazes de conservar as caracteristicas fisico-quimicas do morango em



ambas as temperaturas de armazenamento, sendo mais efetiva nos frutos
conservados sob refrigeracdo durante 12 dias. O revestimento também apresentou
acao efetiva na reducédo da incidéncia de contaminacao pelo Aspergillus niger. Os
resultados obtidos demonstram que as nanoparticulas contendo OSM sdo uma
alternativa viavel ao uso de fungicidas sintéticos nocivos ao meio ambiente e ao
consumidor. Além disso, o0 reaproveitamento das sementes do maracuja para
elaboracado do Oleo gera beneficios ambientais e agrega valor a cadeia produtiva do

maracuja.

Palavras-chave: nanotecnologia; Aspergillus niger; Colletotrichum; quitosana;

agente antifingico; 6leo vegetal.



ABSTRACT

The strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) is a highly perishable pseudofruit,
mainly because of fungi infections. The use of agrochemicals consists in the main
strategy used to control microrganisms during the post-harvest phase, even though it
can cause real damages to the human body, the environment and dramatically
change the physical and chemical characteristics of the product. Therefore, the food
industry has been trying to develop safer alternative technologies, such as the use of
polysaccharides based edible coatings, with the highlight on those that use chitosan.
Chitosan is a natural Polymer with enhanced properties when is shaped like its water
soluble salts and like nanoparticles, resulting in encapsulated vegetable oils. The
passion fruit seed is rich in bioactive composites that allows those industrial residues
to become alternate oil sources with functional antioxidant and antimicrobial
properties. This proposal developed and evaluated the antimicrobial and
conservative action of the chitosan hydrochloride nanoparticles edible coating with
the encapsulated passion fruit seed oil (OSM) to the post-harvest strawberry
preservation. The chitosan hydrochloride nanoparticles loaded with passion fruit seed
oil were prepared by the complex coacervation technique and the formulation
selected after the stability analysis was the one prepared with a wall material:OSM
ratio of 1:0.50 (NP- OSM-0.50) which was characterized by Dynamic Light Scattering
(DLS), Zeta Potential, Infrared Spectroscopy (FTIR) and Scanning Electron
Microscopy (SEM) . These nanoparticles presented small dimension (159,21+4,80
nm), low zeta potential (9,00£2,40 mV), polydispersity index (0,40) and kept stable
for 90 days. A dense and spherical structure was confirmed by MEV and FTIR
analysis. The thermical analysis confirmed the oil encapsulation success. The
nanoparticles shown antifungi activity against the two fitopatogenic fungi tested (CIM
0,75 mg mL* for Colletotrichum siamense e 1,5 mg mL! for Aspergillus niger at sub-
inhibitory concentrations they promoted morphological changes in the mycelia of the
two fungi. The developed coatings were capable to conserve the physical and
chemical charateristics of the strawberry on both storage temperatures, been the
most effective with the fruits kept under refrigeration throughout 12 days. Also the
coating showed effectiveness reducing the Aspergillus niger contamination samples.

The obtained results show that the nanoparticles loaded within OSM are a viable



alternative regarding the environment and human hazardous synthetic fungicide.
Also, the passion fruit seed reutilization in order to make the oil generate several

environment benefits and holds value to the passion fruit productive chain.

Keywords: nanotechnology; Aspergillus niger; Colletotrichum; chitosan, antifungal

agents; vegetable olil.
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1 INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) € um pseudofruto ndo climatérico
considerado uma importante cultura no Brasil devido a sua alta rentabilidade
econdmica, por possuir ampla aceitacdo pelos consumidores e grande diversidade
na comercializacdo (LAFARGA et al., 2019). A producdo mundial de morango é de
9.223.815 toneladas por ano e a brasileira de 165.000 toneladas, com destaque para
os Estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Bahia, considerado o
maior produtor da regido nordeste (ANTUNES; BONOW,; REISSER JUNIOR, 2020).

Apos a colheita, os frutos apresentam uma pequena vida atil em decorréncia
da alta atividade fisiologica (respiracdo) e deterioracdo progressiva em virtude da
acdo de bactérias e fungos como os pertencentes aos géneros Botrytis, Penicillium,
Aspergilus, Rhizopus e Colletotrichum (LIU et al.,2017; MOSHARI-NASIRKANDI;
ALIREZALU; ALMASI, 2020).

A aplicacdo de conservantes sintéticos € a principal estratégia utilizada no
controle de microrganismos no pos-colheita em frutas e sabe-se que o uso de
fungicidas pode apresentar efeitos deletérios a sallde humana e ao meio ambiente
(YAZICI; TIRYAKI; AYVAZ, 2020). Nesse contexto, hd uma demanda por
tecnologias de conservacéo que sejam eco sustentaveis, com destaque aos agentes
naturais poliméricos associados a 6leos vegetais com atividade antimicrobiana e
antioxidante como a quitosana e a goma arabica. Um dos polimeros mais estudados
no controle microbiano em alimentos € a quitosana, polissacarideo policatidnico
obtido, principalmente, pela desacetilacdo alcalina ou enzimética da quitina e
também a partir da parede celular de fungos da Ordem Mucorales (BERGER et al.,
2018; TAHIR et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020) .

A quitosana e seus derivados apresentam atividade antimicrobiana de amplo
espectro, acdo antioxidante, capacidade absortiva, biodegradabilidade e
biocompatibilidade (NARAYANAN et al., 2018; NAIR et al., 2020). Na industria de
alimentos tem se mostrado como uma alternativa bastante utilizada na producédo de
coberturas comestiveis para conservacdo de frutas por formar uma pelicula
semipermeavel que regula a troca de gases, reduz a taxa de respiracdo e
consequentemente o processo de maturacdo (FELIZIANI; ROMANAZZI, 2016;
NARAYANANKUTTY; ILLAM; RAGHAVAMENON, 2018; NAIR et al.,, 2020;
OLIVEIRA; OLIVEIRA JUNIOR, 2020). Suas propriedades podem ser
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potencializadas mediante modificacdo quimica, para melhora de sua solubilidade e
estabilidade. Dentre as modificacdes estruturais estdo os sais de quitosana, com
destaque para o cloridrato de quitosana, que se apresenta mais hidrofilico que o
acetato e a forma neutra da quitosana, utilizada nos setores farmacéutico e de
cosméticos e possui maior atividade antimicrobiana (VISNJAR et al.,, 2017; LI et al.,
2019a;).

Sabe-se que nanoparticulas sé@o definidas como materiais que possuem
dimenséo inferior a 1 um apesar de varias legislagbes como as que regulam a area
farmacéutica e cosmética considerarem como nanomaterial aqueles cujo tamanho
seja inferior a 100 nm (ASSADPOUR; JAFARI, 2018; VILLENA DE FRANCISCO;
GARCIA-ESTEPA, 2018; HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019). E este
pequeno tamanho em combinacdo com a estrutura e composicdo quimica, que
fornece as nanoparticulas suas caracteristicas Unicas e seu potencial para
aplicagcbes como antimicrobiano, inclusive em alimentos (PRAKASH et al., 2018;
FERREIRA et al., 2020).

Com isso, 0 uso de nanoparticulas de cloridrato de quitosana apresenta um
potencial inovador para aplicacdo em coberturas comestiveis em matriz alimentar
devido & uma maior area de superficie da nanoparticula e maior afinidade com
células microbianas. Também podem ser usadas como carreadores de produtos
bioativos, tais como o0s acidos graxos polinsaturados, fitoesterdis, tocoferais,
compostos fendlicos e carotenoides presentes no 6leo de semente de maracuja,
podendo melhorar a estabilidade oxidativa desses compostos, manutencdo das
atividades biologicas, e também a liberacdo controlada dos bioativos
(MATSHETSHE et al., 2018; LIMA; XAVIER JUNIOR; STAMFORD, 2020).

Assim, a presente pesquisa, inédita, teve por objetivo desenvolver e avaliar a
acdo antimicrobiana e conservadora da cobertura comestivel de nanoparticulas de
cloridrato de quitosana com o Oleo da semente de maracuja encapsulado na
manutencdo dos parametros de qualidade de morangos (Fragaria x ananassa
Duch.) durante o armazenamento. Ademais, esse trabalho objetivou novos
direcionamentos para aproveitamento de subprodutos, como as sementes do
maracuja, o que contribuira para o aumento da sustentabilidade da cadeia produtiva
do setor, diminuindo o desperdicio e o impacto ambiental gerado. Além disso,
contribuird para valorizacdo de um produto local que possui caracteristicas ainda

pouco conhecidas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MORANGO

O morango, é um pseudofruto ndo climatérico que pertence a familia
Rosaceae género Fragaria, espécie Fragaria x ananassa Duch. (LAFARGA et al.,
2019; MOUSAVI; RAHMATI-JONEIDABAD; NOSHAD, 2021). Essa espécie,
considerada a mais cultivada no mundo, é um hibrido resultante do cruzamento
natural entre as espécies F. chiloensis e F. virginiana (ANTUNES; JUNIOR;
SCHWENGBER, 2016). E uma das frutas economicamente mais importantes no
mundo devido & suas caracteristicas sensoriais, como cor, textura, aroma e sabor
(CHU et al., 2020; YOON et al., 2020).

Além disso, possui uma rica composi¢ao nutricional gerada pelo seu alto teor
de constituintes biologicamente ativos como compostos fendlicos totais (200-324 mg
100 g~ ! peso fresco), antocianinas (19-47 mg 100 g~ ! peso fresco), vitamina C (28-
51 mg 100 g ~ ! peso fresco), fibras, micronutrientes (acido félico, vitamina C, luteina,
zeaxantina e colina) e minerais (calcio, ferro, magnésio, fésforo, potassio, sddio,
zinco, cobre, magnésio e selénio). A presenca desses compostos confere varios
beneficios para a saude comprovados por suas propriedades antiinflamatorias,
antioxidantes, anti-hipertensivas, anti-hiperlipidémicas, anticancerigena e retardo no
envelhecimento cerebral (VENTURA-AGUILAR et al., 2018; MULEY; SINGHAL,
2020).

A producéo mundial vem crescendo passando de 7.879.108 toneladas (2013)
para 9.223.815 toneladas (2017), ou seja, um crescimento de 17% nos ultimos cinco
anos tendo a China como maior produtor mundial seguido por Estados Unidos e
México (ANTUNES; BONOW; REISSER JUNIOR, 2020). Dentre os paises com
maior renda bruta relativa & producdo de morangos, esta a China que movimentou
guase US$ 7 bilhdes em 2016, seguido dos EUA (US$ 2 bilhdes) (FAOSTAT, 2016).

O Brasil ocupa o segundo lugar como produtor na América Latina, sendo
Minas Gerais o Estado com maior produtividade (84.000 ton) merecendo destaque
também os Estados do Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo. No Nordeste, a
Bahia é considerado um estado com representativa producdo de morango, uma vez
gue alcanga valores de producéo por hectare (ton ha') semelhante aos principais

estados produtores no pais. Em termos financeiros no ano de 2019 foram
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comercializados US$ 448 mil em exportagbes de produto fresco e processado .
(ANTUNES; BONOW,; REISSER JUNIOR, 2020). Atualmente, o morango, €
cultivado tanto para o consumo in natura quanto para elaboracdo de produtos
processados pelas indulstrias de alimentos como por exemplo sucos, geleias,
logurtes, sorvetes entre outros (CHEN et al., 2020).

E considerado um pseudofruto ou infrutescéncia porque o seu fruto é na
verdade a parte diminuta e superficial normalmente confundida como semente
chamada de aquénio. Ele origina-se de uma unica flor com varios ovarios e ficam
presos ao receptaculo (PETRASCH et al., 2019). E um fruto n&o climatérico cujo
crescimento e amadurecimento depende da interacdo entre auxina, acido abscisico,
etileno e giberlinas (COELHO et al.,, 2019; POTT et al.,, 2020). Para ser colhido
precisa estar maduro pois esse € 0 estagio em que atinge as caracteristicas
organolépticas relacionadas a cor, textura, sabor (relacionado ao teor de acidos
organicos e acucares sollveis) que sdo 0s principais parametros geralmente
considerados para avaliar a sua qualidade (MULEY; SINGHAL, 2020).

Um dos atributos que definem o ponto ideal de colheita € a cor do receptaculo
gue deve estar com superficie entre 50% a 75% da cor vermelha caracterizando o
fruto apto para ser colhido (AUBERT et al., 2021). Essa cor deve-se as antocianinas
gue sao pigmentos naturais derivados de acucares. A medida em que a maturacdo
vai se desenvolvendo acontece a degradacéo da clorofila (pigmento de cor verde) e
a sintese das antocianinas (cor vermelha) (DAMODARAN, S.; PARKIN, K.L,;
FENNEMA, 2019; MELO et al., 2020a). No entanto, essa coloracdo n&o define
apenas o0 estagio de maturacdo ideal para o consumo desta fruta. Ela também
influencia na escolha do consumidor assim como o aroma de frescor,
desenvolvimento de volateis caracteristicos de odor desagradavel, estando
associada ao poder de comercializacdo do morango em muitos paises (BOVI et al.,
2018; AUBERT et al., 2021).

Um outro fator critico de qualidade para consumo de frutas e vegetais frescos
€ a conservacao da integridade fisica, porém, sabe-se que 0s morangos sao muito
suscetiveis a injarias mecéanicas durante o manuseio o que resulta numa alta
perecibilidade. Danos mecanicos podem influenciar na deterioracdo acelerada da
fruta inteira ao longo da cadeia de abastecimento gerando descartes o que resulta
em desperdicio de alimentos e causam prejuizos econdémicos, principalmente para
0s paises exportadores (HAJJI et al., 2018; LI et al., 2019c; AN et al., 2020).
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Além das injarias fisicas que ocorrem durante a cadeia produtiva, a alta
perecibilidade do morango (cerca de cinco dias a 4 °C ) também ¢€ influenciada pela
elevada taxa respiratéria pos colheita (50 a 100 ml CO2/kg/h a 20 °C), elevada
producéo de etileno (<0.1 plC2H4/ kg/h a 20°C), perda de agua, disturbios fisiolégicos
e alta suscetibilidade a microrganismos deteriorantes (CAMPOS et al., 2016; LIU et
al., 2017; BOVI et al., 2018). Essa vulnerabilidade microbiol6gica, em comparacao
com outros tipos de frutas, deve-se principalmente ao pH mais baixo, atividade de
agua ideal para o crescimento de fungos, altos niveis de acUcares e outros
nutrientes. O fato de possuir uma textura macia e epicarpo fragil facilmente rompivel,
também favorece a vulnerabilidade do morango a decomposicdo flangica
(MENDONCA et al., 2020).

A fim controlar a contaminagdo microbiana e prolongar a vida de prateleira
dos frutos frescos, varios tratamentos pés-colheita tém sido empregados. Podendo-
se citar o uso de sistemas de atmosfera modificada, tratamentos osmoticos,
tratamentos hipobaricos, radiacdo e tratamento térmico, aplicacdo de fungicidas para
controlar a decomposi¢cédo microbiana, armazenamento em baixas temperaturas e a
aplicacdo de revestimentos comestiveis (MULEY; SINGHAL, 2020). Sendo o
armazenamento refrigerado a tecnologia mais comumente empregada para
desacelerar metabolismo de frutas e o desenvolvimento de patdégenos. Porém, a
exposicdo a baixas temperaturas pode também causar injuria por frio afetando
negativamente as propriedades sensoriais da fruta. Para evitar lesbes por frio,
atmosferas modificadas sao frequentemente combinados com armazenamento
refrigerado (POTT et al., 2020; BARKAOUI et al., 2021).

Mesmo com 0 uso dessas tecnologias visando a manutencao da qualidade e
o controle da deterioracdo, o dominio das doencas pos-colheita gerada por fungos é
um grande obstaculo para o transporte de longa distancia e armazenamento no
ponto de venda (HAJJI et al., 2018). As doencas pds-colheita impedem o consumo e
comercializacdo dos morangos, uma vez que alguns tipos de fungos contaminantes
de frutas podem produzir metabdlitos toxicos gerando risco para a saude do
consumidor, além do fato de que um fruto infectado pode contaminar os demais
provocando danos indiretos nas plantacdes pela introducdo em novas areas de
cultivo onde anteriormente ndo existia a doenca levando a perdas de cerca de 40%
por deterioracdo (ALVES et al., 2019; LAFARGA et al., 2019).
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2.2 FUNGOS POS-COLHEITA DO MORANGO

As doencas que deterioram as partes ja colhidas de uma planta como seus
frutos e sementes sdo conhecidas como doencas pdés-colheita e as geradas por
fungos geram perdas monetarias consideraveis pois impedem a comercializa¢do e o
consumo desses alimentos (LIU et al., 2017; ALGHUTHAYMI et al., 2020).

Destacam-se por serem responsaveis por mais de 40% das perdas
microbioldgicas em frutas pois geram a destruicdo dos tecidos com consequéncia na
perda da qualidade sensorial tornando-os menos atraentes ao consumidor final,
reduzindo a vida de prateleira , além de poder diminuir os valores nutricionais devido
a sua colonizacdo ou pela producdo de compostos toxicos (PATEL et al.,2020;
MATROSE et al.,2021).

Os fungos s@o microrganismos ubiquos que conseguem crescer em diversos
tipos de substratos como carboidratos, acidos organicos, proteinas e lipidios
(DAGNAS et al., 2017). Para causar infeccdo ele deve ser capaz de romper 0s
mecanismos naturais de defesa do hospedeiro e algumas espécies conseguem
crescer tanto em ambientes acidos quanto naqueles com alto teor de sal ou agUcar
como as frutas (FATIMOH, A. O., MOSES, A. A., ADEKUNLE, O. B., AND DARE,
2017).

O morango é bastante susceptivel a acdo de patdgenos sendo comum o
desenvolvimento de podriddes causadas por uma variedade de fungos devido a sua
estrutura sensivel e fragil (CONTIGIANI et al., 2020;BARKAQUI et al., 2021) .Os
principais fungos que reduzem o tempo de vida pés colheita desse pseudofruto sao
Botrytis cinerea, Rhizopus stoloniffer, Aspergillus niger e o género Colletotrichum
(MELO et al., 2020b;cALVES et al., 2021).

Fungos do género Colletrotrichum pertencem ao filo Ascomycota e
compreendem uma grande variedade de espécies e outras ainda sendo descritas na
literatura (GONCALVES et al., 2021). E considerado um dos 10 principais fungos
fitopatogénicos mais importantes no mundo e afeta culturas de grande valor
econdbmico como morango, manga, citricos e abacate (DA SILVA et al.,, 2020;
PRASANNATH; GALEA; AKINSANMI, 2020).

As espécies de Colletrotrichum sdo os agentes causais da doenga antracnose
e tem sido responsaveis por grandes perdas no armazenamento de frutos tropicais

nos ultimos anos reduzindo a qualidade e limitando o valor nos pontos de venda
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(SHI et al.,, 2021; SOARES et al.,, 2021). Seus sintomas sO0 aparecem apds 0
amadurecimento da fruta e os danos causados sao irreversiveis durante toda a
cadeia produtiva. Penetra nas células hospedeiras por meio de feridas e aberturas e
€ caracterizada pela formacéo de lesbes arredondadas que evoluem do castanho
escuro para o preto. A medida em que evoluem produzem uma massa de conidios
cor salmao na superficie da espécie infectada (GONCALVES et al., 2021; SOARES
et al., 2021).

Particularmente, o Colletrotrichum siamense € um fungo comum em frutas
tropicais como 0 morango e as condi¢cdes Umidas e quentes dos climas subtropicais
favorecem o seu desenvolvimento. No fruto, causam lesGes arredondadas de
aspecto aveludado com coloracdo que varia do laranja ao rosa e a medida em que
evoluem fundem-se atingindo o interior do fruto ou causando a necrose
completa(ZHANG et al., 2020).

Aspergillus niger é classificado como um dos fungos do género Aspergillus,
sec&o nigri que é formada por um grupo de Aspergillus negros. E um microrganismo
saprofitico sendo um dos mais comuns que afetam alimentos e capazes de infectar
diferentes tipos de culturas como por exemplos frutas, cebolas, nozes e milho,
podendo crescer em uma ampla faixa de temperatura (6—47 °C) e pH (1,5-9,8)(LI et
al., 2020; PIMENTA;BALIZA MONTEIRO DOS SANTOS; MOREIRA DA SILVA,
2020).

A principal caracteristica dessa espécie é a formacdo de colénias com
conidios cuja cor da cabeca varia em tonalidades de preto e por isso elas podem
apresentar coloracdo entre o marrom escuro e preto. E o agente causador da
podriddo negra em frutas, doenca que se inicia pelo amolecimento do local infectado
seguido da producdo de um micélio preto que corresponde a forma de frutificacao
dos fungos. Essa infeccéo é favorecida pela alta umidade e temperatura (CABANES;
BRAGULAT, 2018; JAHANI; PIRA; AMINIFARD, 2020).

O morango € muito sensivel a acdo de microrganismos e pode ser
contaminado pelo Aspergillus niger principalmente se estiver com algum dano em
sua estrutura externa. Ao ser infectado, o fruto sofre mudancas na sua coloracao,
consisténcia e odor o que pode levar a reducdo de seus atributos de qualidade e
posterior comercializacdo (MELO et al., 2020b; WANG et al., 2020).

As perdas poés-colheita de morangos gerada pela contaminagdo por

microrganismos como Colletrotrichum spp. incluindo C. siamense e Aspergillus niger,
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séo controladas principalmente com a aplicacdo de fungicidas sintéticos no campo
(LOPES et al., 2018;ALVES et al., 2021). No entanto, esse uso frequente pode levar
ao desenvolvimento de resisténcia ao ingrediente ativo pelos patégenos (FORGES
et al., 2018; GONCALVES et al., 2021). Além disso, excesso de fungicidas impacta
negativamente o meio ambiente e na saude humana devido ao seu efeito
acumulativo e como o intervalo entre o tratamento da fruta e o consumo é curto o
uso de pesticida na fase pos-colheita se torna ainda mais danoso a saude
(GRANDE-TOVAR et al., 2018).

Dessa forma, tem crescido a procura dos consumidores por frutas e verduras
isentas de residuos de fungicidas artificiais 0 que tem contribuido para o aumento do
interesse de pesquisadores e industrias de alimentos no desenvolvimento de
alternativas ecologicamente corretas para o0 controle da decomposicao
microbiolégica de vegetais (LAFARGA et al.,, 2019; MOUSAVI; RAHMATI-
JONEIDABAD; NOSHAD, 2021). Como por exemplo, os filmes ou coberturas
comestiveis antimicrobianas a base de nanoparticulas de quitosana incorporados
com Oleos que possuam ativos que demonstrem atividade biologica (GRANDE-
TOVAR et al., 2018; ALGHUTHAYMI et al., 2020).

2.3 REVESTIMENTOS COMESTIVEIS

Alimentos de origem vegetal possuem vida pos-colheita relativamente curta
devido as suas caracteristicas bioguimicas e fisioldgicas o que pode |Ihes conferir, ao
longo da cadeia de distribuicdo, alteracdes nutricionais, organolépticas e
microbioldgicas que diminuem a sua qualidade (SUHAG et al., 2020; PANAHIRAD et
al., 2021).

Vérias tecnologias de conservacao vem sendo aplicadas a fim de preservar a
gualidade pds-colheita desses alimentos, como por exemplo, métodos fisicos
(irradiacdo, luz ultravioleta, temperatura) e quimicos (uso de cloro, bromo, iodo,
acidos organicos e fungicidas sintéticos). No entanto, apresentam desvantagens no
gue se refere a qualidade sensorial, nutricional e problemas relativos a saude do
consumidor, em se tratando dos métodos quimicos (NASCIMENTO et al., 2020;
PANAHIRAD et al., 2021).

Uma alternativa que pode suprir as deficiéncias acima citadas € o uso de

revestimentos comestiveis que sdo conceituados como sendo uma membrana
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delgada, fina e transparente que atua como barreira para gases e transferéncia de
umidade para preservacao de frutas e verduras (MULEY; SINGHAL, 2020; ZHANG
et al., 2022). Além disso, também podem melhorar caracteristicas sensoriais como o
brilho da superficie externa do fruto, evitar a saida de compostos volateis desejaveis,
reduzir a deterioracdo microbiana e os disturbios fisiologicos (MD NOR; DING,
2020).

Esses revestimentos sdo elaborados a partir de varios tipos de matrizes como
polissacarideos, proteina e lipidios, usados isoladamente ou combinados entre eles.
Varios trabalhos na literatura relatam a sua aplicacdo para estender a vida util e
melhorar as caracteristicas pés colheita de frutas e vegetais como banana, mamao,
cenouras, abacate, macas e morangos (PINZON et al., 2020; SUHAG et al., 2020;
YAN et al., 2021). Saleem et al. (2021) relataram que o revestimento comestivel de
quitosana com acido ascérbico incorporado em sua formulacédo foi uma abordagem
eficaz para manutencdo da qualidade de morangos pois os frutos revestidos
apresentaram reducdo na perda de peso, contaminacdo fungica e acréscimo nas
propriedades antioxidantes. Ja Fortunati et al. (2017), elaboraram uma cobertura
comestivel a base de cloridrato de quitosana para aplicacdo em alface romana e kiwi
e encontraram resultados antimicrobianos que demonstraram que esse revestimento
foi capaz de inibir o crescimento do fungo Botrytis cinerea e da bactéria
Pectobacterium carotovorum .

Esses revestimentos podem ser aplicados em frutas e vegetais por diversas
técnicas como imerséao, pulverizacéo e leito fluidizado. Dentre essas, a imersao é a
mais comum e tem sido utilizada para recobrir produtos frescos pois garantem a
uniformidade do material aplicado (SENTURK PARREIDT; SCHMID; MULLER,
2018). A imersao consiste em imergir o produto no revestimento por um tempo
determinado, remové-lo e drenar o excesso de solugdo. O sistema a ser utilizado
depende do tipo de alimento a ser revestido, das caracteristicas da superficie e da
finalidade do revestimento (SENTURK PARREIDT; SCHMID; MULLER, 2018;
SUHAG et al., 2020).

Como descrito anteriormente, varios tipos de matrizes podem ser usadas para
formulacdo de revestimento e por vezes em sua formulagdo adicionam-se outros
componentes como plastificantes, emulsificantes e aditivos para melhorar a
integridade, estabilidade e funcionalidade transformando-os em sistemas ativos que

aumentam a seguranga, atributos nutricionais, sensoriais e trazendo beneficios a
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saude do consumidor (PANAHIRAD et al.,, 2021). Coberturas elaboradas com
polissacarideos e proteinas, principalmente, recebem a adicdo de plastificantes
como glicerol, propilenoglicol, sorbitol, sacarose e xarope de milho. Esses agentes
sdo incorporados a fim de impedir que as interagfes polimero-polimero gerem
rigidez nos revestimentos devido as extensas ligagfes entre as cadeias poliméricas
tornando os revestimentos mais flexiveis e processaveis (KUMAR; NEERAJ, 2019;
PANAHIRAD et al., 2021) .

Dentre os biopolimeros utilizados para elaboragcédo de coberturas comestiveis
destaca-se a quitosana e seus sais derivados, como o cloridrato de quitosana. Sabe-
se que a baixa solubilidade da quitosana em agua (devido a sua estrutura cristalina
rigida) configura um fator limitante do seu uso direto (KUROZUMI et al., 2019; ZHOU
et al., 2021). No entanto, sua biodegrabilidade, atoxidade, propriedades
antimicrobianas e antifiUngicas despertam o crescente interesse em utilizd-la como
material para filmes ou revestimentos de alimentos (BAKSHI et al., 2020; FLOREZ et
al., 2022). Coberturas comestiveis a base de quitosana sédo excelentes carreadores
de ingredientes e aditivos funcionais que agregam sabor, cor, vitaminas e agentes
antioxidantes que podem aumentar o valor nutricional, funcionalidade da matriz
alimentar(GRANDE-TOVAR et al., 2018; KARTHIK; CAROLINE; PANDI PRABHA,
2021).

Além disso, a quitosana pode formar revestimentos nanoparticulados e sob
essa apresentacao tem suas propriedades fisico-quimicas potencializadas devido ao
aumento da area de superficie das nanoparticulas e densidade de carga, assim
como também o melhoramento de suas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (DIVYA;JISHA,2018; ABU SALHA; GEDANKEN,2021) . Sob essa
forma, tem sido utilizada como carreador de compostos bioativos como acidos
organicos, agentes antimicrobianos, nutracéuticos e 6leos essenciais (ERATTE et
al., 2018; ADILETTA; DI MATTEO; PETRICCIONE, 2021). Hasheminejad et al.(
2020) aplicaram em arilos de roma um revestimento comestivel a base de
nanoparticulas de quitosana e 0leo essencial de cravo e os resultados mostraram
gue esse nanorevestimento manteve a qualidade dos arilos de roma por 54 dias
enguanto os ndo revestidos tornaram-se inaptos para o consumo no 18° dia devido a
podriddo fangica. Do mesmo modo, a cobertura de nanoparticulas de quitosana e o
Oleo essencial de canela foi capaz de reduzir a perda de peso em pepinos para

5,49% no trabalho desenvolvido por Isturiz-Zapata et al. (2020).
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Além disso, sob essa forma de apresentacao, revestimentos nanoparticulados
a base de quitosana sao capazes de controlar a liberacdo do composto incorporado,
mantendo assim as doses eficazes do aditivo ao longo do periodo de
armazenamento o que reforca as propriedades funcionais dessas coberturas
(FERNANDEZ-PAN et al., 2015; YUAN; CHEN; LI, 2016; ALGHUTHAYMI et al.,
2020).

2.4 QUITOSANA E SEUS SAIS DERIVADOS

A quitosana (Figura 1) é um polissacarideo cationico linear, biodegradavel,
formado a partir de wunidades D-glucosaminas (B(1,4)-2-amino-2-desoxi-d-
glucopiranose) ligadas a residuos de unidades N-acetilglucosamina (B(1,4)-2-
acetoamido-2-desoxi-D-glucopiranose) por ligagdes glicosidicas do tipo B
(1—4)(BAKSHI et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2020).

Em cada mondmero de formula unitaria CeH1104 a quitosana apresenta trés
grupos funcionais reativos (Figura 2): o agrupamento amino no C-2, uma hidroxila
secundéaria no C-3 e uma primaria no C-6. Como as unidades glucosaminas e
unidades N-acetilglucosamina possuem solubidade diferentes em acido acético
aguoso a 1% (v/v) a quitosana e a quitina podem ser distinguidas por essa
propriedade, uma vez que quitina contendo um percentual superior a 40% de N-
acetilglucosamina é insoltvel (LI; ZHUANG, 2020; OLIVEIRA; OLIVEIRA JUNIOR,
2020).

Figura 1 - Estrutura da quitosana
on on on
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Fonte: Adaptado de Bakshi et al. (2020)

O fato de possuir esses grupos laterais amino e hidroxilicos pode facilitar
reacbes que modifiqguem quimicamente a quitosana o que € muito interessante pois
0 uso desse polissacarideo em condicfes fisiologicas é limitado pelo fato de ser
insolivel e precipitar em pH acima de 6,5 (CHOI; NAM; NAH, 2016; BURR;
WILLIAMS; RATCLIFFE, 2018; BAKSHI et al., 2020). As modifica¢cdes quimicas que

podem ocorrer na quitosana podem ser realizadas principalmente no grupo amino no
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C-2 e no grupo hidroxila primario no C-6 (BAKSHI et al., 2020; LI; ZHUANG, 2020;
GABRIELE et al., 2021).

Figura 2 - Grupos funcionais da quitosana

Chitosan
Fonte: Adaptado de Li et al. (2020)
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A quitosana € obtida, principalmente, pela desacetilacdo alcalina ou
enzimatica da quitina presente no exoesqueleto de crustaceos, insetos, artrépodes e
também a partir da parede celular de fungos da ordem Mucorales, classe
Zygomycetes. A quitina € o segundo polissacarideo mais abundante na natureza
depois da celulose e suas fontes principais sdo as cascas de caranguejo e camarao
(BERGER et al., 2018; ABD EL-HACK et al., 2020).

A maior propor¢cdo da quitosana encontrada comercialmente é extraida da
guitina advinda de cascas de camardo, lagosta e caranguejo. No entanto, essas
matérias-primas apresentam limitagdes como variagbes de sazonalidade no
fornecimento das fontes marinhas, altos custos de energia pelo uso de altas
temperaturas, poluicdo ambiental causada pelos reagentes utilizados para extragéo
e purificagdo, quando descartados de maneira irregular, e a heterogeneidade nas
caracteristicas fisico-quimicas que dificultam a padronizacdo (GHORMADE;
PATHAN; DESHPANDE, 2017; BERGER et al., 2018; EL KNIDRI et al., 2018).

Uma forma de reduzir essas limitacdes é a extracdo da quitina e quitosana
produzidas naturalmente na parede celular de fungos da ordem Mucorales. A
conversao da quitina em quitosana ocorre a partir de sua desacetilacdo por meio da
acao da enzima quitina desacetilase. Essa é uma alternativa viavel para obtencao da
quitosana uma vez que ndo hé entraves em relagdo ao abastecimento, sazonalidade
e 0 processo acontece controladamente em condi¢cdes de cultivo especificas
gerando menor heterogeneidade nas caracteristicas fisico-quimicas como peso
molecular e grau de desacetilacdo (GHORMADE; PATHAN; DESHPANDE, 2017;
BERGER et al.,, 2018). Outro ponto interessante é que a quitosana fangica nao

apresenta residuos de proteinas que podem desencadear reacfes alérgicas em
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individuos com alergia a crustaceos o que viabiliza seu uso em diversas aplicacdes
(BERGER et al., 2018; MELO et al., 2020a).

A quitosana é insoluvel em pH neutro e alcalino mas é soluvel em solucdes de
acidos organicos e inorganicos diluidos (pH <6-6,5) como acido férmico, &cido
fosforico, acido propibnico, acido succinico, acido lactico, acido malico, acido
cloridrico e também o acido acético que é o solvente usado com maior frequéncia
(HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; QIAO et al., 2021) .

Sua solubilidade esta relacionada a multiplicidade de sitios catibnicos
formados a partir da protonacdo dos grupos aminos das cadeias poliméricas da
quitosana. O acido utilizado para dissolvé-la protona esses grupos amino
aumentando a polaridade e o grau de repulsdo eletrostatica entre as cargas
positivas resultando na destruicdo das redes de ligacbes de hidrogénio inter e
intramoleculares além da quebra da estrutura cristalina das moléculas de quitosana
e a consequente dissolucdo do polimero (BAKSHI et al., 2020; QIAO et al., 2021).
Além da quantidade de grupos amino protonados, parametros como grau de
desacetilacdo, pH, forca ibnica, concentracdo, peso molecular do polimero e
temperatura também podem influenciar o processo de dissolucdo da quitosana (EL
KNIDRI et al., 2018; BAKSHI et al., 2020; QIAO et al., 2021).

Uma das propriedades quimicas mais importantes da quitosana é o grau de
desacetilagcdo que € definido como a razdo entre as unidades D-glucosamina/N-
acetilglucosamina que aumenta a medida em que a quitina vai sendo convertida em
quitosana (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016). Quando essa desacetilacio
atinge um grau superior a 50% a molécula passa a ser chamada de quitosana e ndo
mais quitina apresentando uma forma semicristalina e tornando-se solavel em
solugBes acidas diluidas (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; WANG; XUE;
MAO, 2020). Esse parametro influencia diretamente suas propriedades quimicas
(resisténcia a tracdo, solubilidade, area de superficie, viscosidade, condutividade,
porosidade e flexibilidade) e biolégicas (intensificador de adsorcéo,
biodegradabilidade, antioxidante, biodisponibilidade e biocompatibilidade) a
depender das condi¢des do processo (YADAV et al., 2019).

Ao ser desacetilada ocorre a quebra das ligacdes N-acetil da quitina formando
a D-glicosamina que possui um grupo amino livre que ao ser protonado assume
carga positiva e gera caracteristicas importantes como solubilidade e atividade

antimicrobiana (EL KNIDRI et al., 2018). Essa ultima, € uma propriedade biolégica
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importante que diferencia a quitosana de outros polissacarideos e viabiliza seu uso
pela industria de alimentos, especialmente em frutos como o morango, pois mostra-
se efetiva no controle da deterioragdo (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; EL
KNIDRI et al., 2018; BARROS et al., 2020).

E considerada um eficaz agente antimicrobiano contra bactérias, bolores e
leveduras, sendo os fungos mais sensiveis a sua acao antimicrobiana. Em relacéo
as bactérias, existem controvérsias se a quitosana exibe atividade bactericida mais
forte contra bactérias gram-negativas ou gram-positivas (ABD EL-HACK et al.,
2020). Sua efetividade esta relacionada ao tipo de microrganismo, ao pH do meio,
concentracdo, fonte da quitosana e propriedades estruturais como o grau de
desacetilacdo e peso molecular. E provavelmente abaixo de pH 6,5 que a quitosana
exibe capacidade antimicrobiana pois é nessa faixa que os grupos amino carregados
positivamente, ligam-se aos constituintes de carga negativa da membrana das
bactérias patogénicas (ABD EL-HACK et al., 2020; ALGHUTHAYMI et al., 2020).

O mecanismo de acdo responsavel pela acdo antimicrobiana da quitosana
ainda nédo é totalmente esclarecido, mas inferem-se trés na literatura. O primeiro
esta relacionado as cargas opostas entre a quitosana e a membrana celular
microbiana que é carregada negativamente. Essa atracdo eletrostatica pode
aumentar a permeabilidade da membrana interferindo no metabolismo e pode
causar o rompimento de biofilmes bacterianos com o subsequente vazamento de
proteinas e outros componentes levando a morte celular. O segundo mecanismo
refere-se ao potencial de penetracdo da quitosana no conteudo citoplasméatico e aos
ndcleos microbianos inibindo a sintese de RNAmM e proteinas. O terceiro, por sua
vez, esta relacionado a supressdo de nutrientes essenciais ao crescimento celular
devido a acdo quelante da quitosana que se liga a oligoelementos inibindo a
producdo de toxinas e o crescimento microbiano (ALGHUTHAYMI et al., 2020;
OLIVEIRA; OLIVEIRA JUNIOR, 2020;WANG; XUE; MAO, 2020)

Em razdo de suas caracteristicas e propriedades peculiares como
bioatividade, biodegrabilidade, baixo custo, atividade antimicrobiana, atoxidade e
capacidade de formacao de gel e microesferas, a quitosana possui uma vasta gama
de aplicacbes podendo ser utilizada em diversos setores industriais, como 0 ramo
farmacéutico, cosmético, téxtil, agricola e alimentar (NARAYANAN et al., 2018; NAIR
et al., 2020). Na industria de alimentos esse polimero tem sido utilizado como

cobertura comestivel para preservacao de alimentos e agente antimicrobiano, como



32

clarificador de bebidas floculando compostos de cargas negativas das frutas como
taninos, celulose e também no tratamento de aguas poluidas por meio de floculacéo,
guelacao e adsorcéo (LI et al., 2014; KHAN et al., 2018; URANGA et al., 2019).

Apesar de ser considerado pela “Food Drug Administration” (FDA) como um
aditivo alimentar “geralmente reconhecido como seguro” (GRAS) e de seu vasto
campo de aplicacdo, a quitosana possui desvantagens como por exemplo sua baixa
solubilidade em agua e resisténcia mecanica (ROMANAZZI et al., 2017; SALAMA;
ABDEL AZIZ; SABAA, 2018). Dessa forma & necesséario modificar a sua estrutura
guimicamente ou por tecnologias de preparacéo a fim de melhorar sua solubilidade,
propriedades bioldgicas e quimicas expandindo ainda mais sua aplicacdo (BAKSHI
et al., 2020; WANG; XUE; MAO, 2020).

Derivados de quitosana podem ser obtidos por modificacdo quimica usando
técnicas como acilacdo, alquilacdo, sulfatacdo, hidroxilacdo, quaternizacao,
esterificacdo, copolimerizacdo por enxerto e esterificacdo (ZHAO et al.,, 2018;
WANG; XUE; MAO, 2020). Reacdes como essas inserem novos grupos funcionais
na molécula da quitosana, rompendo sua estrutura cristalina tendo como

consequéncia o aumento da solubilidade (ZHAO et al., 2018) .

2.4.1 Cloridrato de quitosana

Entre os derivados hidrossolUveis da quitosana destaca-se o cloridrato de
guitosana que é um sal de cloreto, carregado positivamente e obtido por meio da
degradacdo enzimética da quitosana por quitosanases em meio a acido cloridrico
(KUROZUMI et al., 2019; LI et al., 2019a). E conhecido por suas propriedades n&o
toxicas, biocompativeis, biodegradaveis e antibacterianas com uso comum e regular
como ingrediente alimentar em paises como o Japdo. Esse composto mantém e
potencializa os beneficios bioldgicos da quitosana tendo a vantagem de ser soluvel
em meios neutros e basicos ndo necessitando de solucbes acidas para ser
dissolvido (WU et al., 2015; FORTUNATI et al., 2017; KUROZUMI et al., 2019).

Esse sal de quitosana tem sido amplamente utilizado na inddstria de
alimentos como conservante para manutencdo e prolongamento da vida de
prateleira de frutas e vegetais frescos (FORTUNATI et al., 2017). Em um estudo
realizado por Fortunati et al. (2017) o cloridrato de quitosana foi testado como

conservante sob a forma de filme no pés-colheita de kiwis e alface romana. Os
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resultados demonstraram a formagé&o de um filme fino e com grande dispersdo onde
os testes de atividade antimicrobiana in vitro e in vivo com Botrytis cinerea
demonstraram o retardo e inibicdo do desenvolvimento desse fitopatdgeno.

O cloridrato de quitosana tem sido preferido como material encapsulante para
o desenvolvimento de sistemas de distribuicdo em comparagcdo com outros
polissacarideos porque € um polieletrolito carregado positivamente que cria uma
condicdo viscosa que facilita a dispersdo de particulas e diminui a agregacéo
(ZHONG et al., 2020, 2021). De acordo com Zhong et al. (2020) foi constatado que
emulsdes, produtos em poé ou filmes elaborados a base desse biopolimero
juntamente com proteinas como a zeina, gliadina e gelatina sédo sistemas bastante
estaveis.

Como mencionado anteriormente, as propriedades que a quitosana e seus
sais derivados apresentam sdo atrativos que favorecem o interesse da industria de
alimentos além do fato de poderem ser preparados de diferentes formas.
Destacando-se os tipos de preparo desse biopolimero sob a forma de géis, filmes,
membranas, microesferas e nanoparticulas que criam, dessa forma, diversas
possibilidades de aplicacdes (NAIR et al., 2020; ZHONG et al., 2020).

2.5 GOMA ARABICA

A goma arabica, também conhecida como goma acacia é um polissacarideo
complexo, biocompativel e biodegradavel que consiste no exsudado de arvores do
género acéacia especialmente das espécies e Acacia senegal e Acacia seyal que séo
principalmente encontradas na regido do Suddo e Sahel (RAJABI et al.,, 2019;
VERMA; QURAISHI, 2021).

E um heteropolimero (Figura 3) formado por um complexo de polissacarideos
(D-galactose e L-arabinose) altamente ramificados (cerca de 98% em peso) e
peptideos (aproximadamente 2% do seu peso) (MARIOD, 2018). Possui uma
composicdo quimica heterogénea composta por uma mistura de trés fracbes: uma
formada por peptideos de arabinoglicano, no qual moléculas de B- (1 — 3) galactose
sao ligadas a arabinose e ramnose, que terminam em &cido glucurénico (encontrado
na natureza como sais de magnésio, potassio e de calcio). A segunda parte
constituiu o complexo arabinogalactana-proteina no qual as porcdes de

polissacarideo ligam-se através dos aminoacidos serina e hidroxiprolina. E a terceira
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fracdo consiste em glicoproteinas que estdo em menor quantidade (RAJABI et al.,
2019; IRAVANI, 2020).

Figura 3 - Estrutura da goma arabica.
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o
Fonte : Verma et al.(2021)

Tem sido amplamente utilizada devido a sua capacidade emulsificante para
Oleos e aromas. Outras caracteristicas funcionais envolvem sua capacidade
texturizante, estabilizador de espuma, formacdo de revestimentos e agente
encapsulante, especialmente para compostos de aroma. Além disso, € considerada
biocompativel, biodegradavel, nédo téxica e classificada como um aditivo seguro pelo
Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da FAO (TAHIR et al., 2019).

Atualmente tem sido utilizada como revestimento comestivel ou combinada
com a quitosana para conservacao de frutas e verduras como tomate, banana e
cereja (TAHIR et al., 2018; EL-ADAWY et al., 2021). Tahir et al. (2018) avaliaram a
eficAcia de um revestimento de goma arabica no processo pos-colheita de morango
e esse estudo demonstrou que a cobertura aplicada conservou os parametros fisico-
guimicos da fruta (firmeza, solidos solluveis, cor, pH, atividade antioxidante entre
outros) e inibiu em 15% o processo de decomposicao.

Quimicamente falando, a goma ardbica € um produto solivel em agua,
estavel em acidos e com pH entre 4,5-50(TAHERI; JAFARI, 2019). Torna-se
carregada negativamente em pH acima de 2,2 (seu pKa aproximado), devido a
desprotonacado dos grupos carboxilicos em seus residuos de acido glucurénico. Isso
proporciona o aumento do numero de sitios de reacdo com carga negativa da goma
ardbica em comparagdo com outras biomoléculas gerando assim uma condi¢ao
adequada para a reagdo com a quitosana durante a nanoencapsulagédo (RAJABI et
al., 2019; SABET et al., 2021).

Sua baixa viscosidade, alta solubilidade em agua viabilizam seu uso como
matriz encapsulante para compostos bioativos, retencdo de aromas e protecao de

Oleos, especialmente, uma vez que forma emulsfes estaveis em ampla faixa de pH.
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Essa natureza emulsificante se deve a sua estrutura anfifilica onde a fracédo
hidrofébica, devido aos peptideos de sua estrutura, se adsorve na superficie do 6leo
e a parte hidrofilica formada pelos polissacarideos estabiliza por repulséo estérica as
goticulas do lipidio emulsificado, com a carga negativa dos grupos carboxilicos do
acido gulurénico (XIANG et al., 2015; ISOBE et al., 2020).

Porém, uma das desvantagens de emulsfes elaboradas com a goma arabica
€ sua baixa estabilidade a longo tempo, em comparacao a outras gomas , devido ao
processo de auto agregacdo onde forcas de coesdo entre as moléculas leva a
coalescéncia das goticulas de 6leo emulsificadas (XIANG et al., 2015; ISOBE et al.,
2020). Dessa forma, o encapsulamento de 6leos e 0 uso de revestimento com a
goma arabica sendo o Unico material formador da matriz alimentar ndo é suficiente
para geracado de nanoparticulas encapsulantes que oferecam protecdo ao material
encapsulado sendo necessario a utilizacdo de um outro biopolimero para formar o
material de revestimento (TAHERI; JAFARI, 2019;KARAASLAN et al., 2021).

A interacdo entre diferentes biopolimeros leva a formacao de novas estruturas
com propriedades melhoradas e desejaveis quanto ao objetivo da producdo de
nanoestruturas como por exemplo no trabalho de Tan et al. (2016) que elaboraram
nanoparticulas de quitosana e goma arabica como um transportador para a
curcumina em emulsdes de 6leo em agua. Essa interacdo levou ao aumento da
capacidade antioxidante, estabilidade da curcumina e retardo na liberacdo da

curcumina no fluido gastrico simulado .

2.6 OLEO DE SEMENTE DE MARACUJA

O nome maracuja é atribuido a varias espécies do género Passiflora e
pertence a familia Passifloraceae. Compreende mais de 500 espécies em todo o
mundo, dentre estas, o0 maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener)
gue é amplamente cultivado e comercializado no Brasil, onde esta presente em 95%
dos pomares (FALEIRO et al., 2019; LUCARINI et al., 2019).

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de maracuja amarelo fresco
e processado (Passilfora edulis f. flavicarpa ), respondendo por cerca de 80% da
producdo mundial com a geragédo nacional de 593.429 toneladas em 2019. Nesse

cenario, destaca-se a regido nordeste com cerca de 65% da producéo nacional e em
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Pernambuco, a regido do Vale do S&o Francisco, fornece mais de 50% da producéo
do estado (OLIVEIRA, 2017; IBGE, 2019;MASSAA et al., 2021).

Durante o processamento do fruto para producdo de subprodutos a base de
maracuja, as cascas e sementes geram muitas toneladas de residuos
agroindustriais o que pode criar problemas ambientais para a industria devido as
muitas toneladas de residuos formados. Mesmo sabendo da mobilizacdo mundial,
no que se refere ao reaproveitamento de subprodutos industriais, grandes
guantidades de sementes ainda s&o subutilizadas (ARAUJO et al., 2020; MASSAA
et al., 2021). Elas representam cerca de 5% da composi¢do do maracuja e possuem
aproximadamente 30% de lipidios, podendo ser consideradas boas fontes de 0Oleos,
além de agregarem consideraveis quantidades de fibras o que pode caracterizar sua
incluséo na dieta alimentar como fonte complementar desses nutrientes (LUCARINI
et al., 2019; MASSAA et al., 2021).

Atualmente, o uso das sementes de maracuja para extracdo do 6leo tem
despertado interesse devido a presenca de compostos bioativos em sua
composicdo. Esse 0leo possui alto teor de acidos graxos insaturados, principalmente
0 acido linoleico (até 70%), além de tocoferdis, carotendides e compostos fendlicos
gue conferem ao Oleo atividade antioxidante. Essa rica composicdo em compostos
funcionais confere potencial de reaproveitamento das sementes do maracuja para
aplicacdo em industrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas conferindo valor
agregado a esse residuo agroindustrial do beneficiamento do maracuja (OLIVEIRA
et al., 2017; MASSAA et al., 2021).

Alguns estudos também comprovam a atividade antimicrobiana desse 6leo,
frente a cepas de bactérias gram-positivas e gram-negativas (atividade mais
eficiente). Essa funcionalidade é atribuida aos acidos graxos e aos compostos
fendlicos (flavonoides, carotendides, fitoesterdis e tocoferdis) presentes em sua
composicao (OLIVEIRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2019; PUROHIT et al., 2021).

Por possuir um elevado teor de acidos graxos insaturados esse 0leo possui
baixa estabilidade oxidativa sendo essa uma das caracteristicas que limita a sua
aplicacdo (LUCARINI et al.,, 2019). Nesses casos, faz-se necessario encontrar
alternativas tecnolégicas para aumentar a sua estabilidade e diminuir efeitos
deletérios as propriedades organolépticas, como por exemplo, a microencapsulacao

ou nanoencapsulacdo. O objetivo dessas técnicas consiste em proteger 0 composto
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de fatores ambientais, aumentando a liberacdo, a estabilidade e a eficiéncia das
substancias encapsuladas (OLIVEIRA et al., 2019b;NAIR et al., 2020).

Barbieri et al. (2014) microencapsularam 6leo de semente de maracuja em
poli (e-caprolactona) para minimizar os efeitos da oxidagcdo e constataram que a
microencapsulacdo controlou a liberacdo do 6leo. Outros autores que avaliaram a
capacidade de preservar componentes do 6leo para futuras aplicacbes por meio da
microencapsulacédo foram Oliveira et al. (2017). Em seus estudos, eles utilizaram a
técnica de co-precipitacdo com biopolimeros e constataram que o 6leo foi
efetivamente microencapsulado, permitindo a sua preservacédo para alimentos e
aplicacdes farmacéuticas e cosméticas.

Essas tecnologias promovem a encapsulacao de liquidos, soélidos ou gases
por meio de polimeros protegendo-os de fatores ambientais, aumentando a li-
beracdo controlada, a estabilidade e a eficiéncia das substancias encapsuladas
(NAIR et al., 2020; OLIVEIRA; OLIVEIRA JUNIOR, 2020). Oliveira et al. (2019b)
microencapsularam o6leo de semente de maracuja pelo método de secagem por
atomizacao e as particulas produzidas apresentaram baixos valores de atividade de
agua, umidade, didametro, forma esférica e distribuicdo homogénea de tamanho de
particula. Esses resultados levaram esses autores a crerem que a
microencapsulacdo desse 06leo foi um processo adequado para futuras aplicacdes
no desenvolvimento de novos produtos alimentares.

E relatado na literatura que nanoparticulas poliméricas com Oleo vegetal
incorporados melhoram a ag&o antimicrobiana, hidrofobicidade, homogeneidade e
manuseabilidade de coberturas comestiveis, prolongam a manutencdo da cor e do
aroma, principalmente quando aplicadas em frutos (NAIR et al., 2020; OLIVEIRA;
OLIVEIRA JUNIOR, 2020).

2.7 NANOENCAPSULACAO

O termo nanotecnologia surgiu no final da década de 50 e em 1974, Nario
Taniguchi conceituou-o como a manipulacdo de particulas de tamanho inferior a 1
um (SAHANI; SHARMA, 2021; SAHU et al., 2021). E uma area multidisciplinar no
ramo das ciéncias que associa preceitos da engenharia quimica, engenharia de
materiais, biotecnologia e tecnologia de processamento industrial. Tem uma grande

importancia em termos sociais, pois influenciam diretamente muitos setores, como
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comunicacdes, area téxtil, medicina, engenharia, tecnologia agroalimentar entre
outros. A nanociéncia tem como objetivo a caracterizacao, fabricacdo, manipulacao
e aplicacdo de estruturas bioldgicas e nado bioldégicas em escala nanométrica
(PRAKASH et al., 2018;FERREIRA et al., 2020;).

A literatura relata duas abordagens para sintese de nanomateriais e
elaboracdo de nanoestruturas. A primeira € a "top-down” que consiste basicamente
na desintegracdo mecanica de materiais (moagem a seco, homogeneizacéo de alta
pressdo ou microfluidizacdo e emulsificacdo por ultrassom) e posterior estabilizagao
das particulas nanométricas por agentes de protecdo coloidal. No entanto, essa
abordagem apresenta algumas desvantagens como nanomateriais com superficies
imperfeitas, contaminacfes, necessidade de equipamentos especificos, desperdicio
de material e principalmente a baixa velocidade de elaboracdo o que dificulta a
producdo em grande escala (PATHAKOTI; MANUBOLU; HWANG, 2017; KUMAR et
al., 2020) .

A segunda abordagem é a “botton-up” e consiste na elaboracdo de
nanomateriais a partir de componentes individuas como atomos ou moléculas por
meio da automontagem de forma natural e autorregulada. Sua grande vantagem € o
fato de produzir nanoestruturas com menos defeitos, composicdo mais homogénea
e com melhor ordenacao estrutural. Além disso, o fato de ndo desperdicar materiais
durante o processo a faz ser mais viavel economicamente. Nessa técnica
parametros fisico-quimico como pH, temperatura e tempo de sintetizacdo devem ser
levados em consideracdo na elaboracdo das nanoestruturas formadas
(PATHAKOTI; MANUBOLU; HWANG, 2017; KUMAR et al., 2020) .

Os nanomateriais como nanoparticulas, nanocapsulas ou nacompositos
definem-se como particulas com propriedades morfolégicas menores que um
micrOmetro em pelo menos uma dimensao externa ou com estrutura interna em
nanoescala. O tamanho nano confere a esses materiais caracteristica Unicas como o
aumento de sua area superficial, gerando maior reatividade com consequente
melhoria em suas propriedades fisicas e quimicas (FRANCISCO GARCIA-ESTEPA,
2018; AKBARI-ALAVIJEH; SHADDEL,; JAFARI, 2020).

Sabe-se que a medida que o tamanho de um material é reduzido ele vai
sofrendo “efeitos quénticos”. Isso acontece quando os elétrons que se movem
dentro de uma nanoparticula tem seus niveis de energia alterados a medida em que

esse tamanho é reduzido levando a alteragcbes em suas propriedades cataliticas,
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elétricas, magnéticas ou Opticas quando comparadas as formula¢cdes convencionais
do mesmo material (FRANCISCO; GARCIA-ESTEPA, 2018; RASHKI et al., 2021).

A nanotecnologia € um campo inovador cujas aplicacdes estdo em ascensao
em diversos ramos da biotecnologia como, por exemplo, o farmacéutico, alimentos e
nutricdo. Particularmente, na area de alimentos, um nanocomposto pode atuar como
agente protetor e nanocarreador de elementos sensiveis a luz, oxigénio, pH e
temperatura. Sabe-se que existem varios tipos de nanocarreados como por exemplo
as nanoparticulas poliméricas e outros a base de lipidios que podem ser
incorporados a alimentos e em embalagens como as coberturas comestiveis
(PATHAKOTI; MANUBOLU; HWANG, 2017; KHORASANI; DANAEI; MOZAFARI,
2018; BAGHERI DARVISH et al., 2021).

2.7.1 Nanoestruturas utilizadas na area de alimentos

A nanotecnologia € um campo emergente na area de alimentos que gera uma
série de beneficios que vao desde a preservacdo até a sintese de novos produtos e
aditivos alimentares (PATHAKOTI; MANUBOLU; HWANG, 2017; PRAKASH et al.,
2018; PATEL et al.,, 2020). Alem disso, favorece a elaboragdo de alimentos
termicamente mais estaveis, com maior solubilidade e biodisponibilidade (HAMAD et
al., 2018).

Os sistemas nanoestruturados mais utilizados na area de alimentos s&o:
lipossomas, nanoemulsGes e nanoparticulas poliméricas (Figura 4). Sob essas
apresentagcdes estruturais, esses nanomateriais conseguem aumentar a
solubilidade, melhorar a biodisponibilidade, favorecer a liberagdo controlada e a
protecdo dos compostos ativos (PATHAKOTI;MANUBOLU;HWANG, 2017;
KHORASANI; DANAEI; MOZAFARI, 2018; FONSECA et al., 2020).

Lipossomas (Figura 4a) sao definidos como vesiculas esféricas formadas por
duas camadas de fosfolipideos que associam os beneficios e vantagens da
nanotecnologia para encapsular compostos bioativos evitando interacdes
indesejadas com outros componentes do alimento e sua utilizacdo pode melhorar a
dissolucdo, biodisponibilidade e estabilidade de ingredientes funcionais
(KHORASANI; DANAEI; MOZAFARI, 2018; SAHANI; SHARMA, 2021). Além disso,
os lipossomas também podem auxiliar na entrega especifica de nutracéuticos,

nutrientes, enzimas, vitaminas e compostos antimicrobianos. Sua pequena
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dimenséo e &rea interfacial maior beneficia um maior contato com o alimento e tém
sido explorados pela capacidade de associar substancias antimicrobianas que
podem fornecer protecdo contra a deterioracdo de alimentos e crescimento de
microrganismos patogénicos (PATHAKOTI; MANUBOLU; HWANG, 2017; SAHANI;
SHARMA, 2021).

Figura 4 - Sistemas nanoestrurados utilizados na area de alimentos: a) Lipossoma, b) Nanoemulsdes

e ¢) Nanoparticulas poliméricas (1-Nanocapsula ;2-Nanoesfera)
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As nanoemulsdes (Figura 4b) sdo sistemas coloidais cujos tamanhos das
particulas variam entre 50 nm a 1000 nm. Formam-se a partir da mistura de duas
fases imisciveis estabilizadas por um surfactante ou pela adicdo de um biopolimero
e caracteriza-se por uma fase oleosa dispersa em uma fase aquosa ou um sistema
aquoso disperso numa fase oleosa (CHAUDHARY, 2020; SUN; LU; NOLDEN,
2021). Possui aplicacdo potencial na area de alimentos em decorréncia da sua
capacidade de aumentar a biodisponibilidade de compostos, entrega especifica,
estabilidade a longo prazo e preservacdo do ativo que for encapsulado (SUN; LU;
NOLDEN, 2021).
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Também tem ampla utilizacdo como material de revestimento para frutas uma
vez que filmes elaborados a partir de uma nanoemulsdo e com compostos bioativos
incorporados possuem alta eficiéncia na manutencdo da qualidade, no
aperfeicoamento de propriedades funcionais e valor nutricional dos alimentos
frescos. Além disso, possui aplicacdo potencial como carreador de agentes
antimicrobianos (CHAUDHARY, 2020). Horison et al. (2019), por exemplo,
elaboraram uma nanoemulsdo a base de quitosana e de 6leo de semente de noz-
moscada para aplicagdo como cobertura em morangos e relataram que esse
revestimento reduziu a contagem microbiana nos frutos em decorréncia das
propriedades antibacterianas e antifungicas desse 6leo potencializadas pela acédo da
nanoemulsao.

Nanoparticulas poliméricas (Figura 4c) sao estruturas compostas por
polimeros e elaboradas sob a forma de uma nanocapsula ou nanosfera cuja fungéo
€ envolver ou dispersar uma determinada substancia em uma matriz homogénea ou
heterogénea (FRANK et al.,2020). Sabe-se que a nanoencapsulacdo é considerada
o principal ramo da nanotecnologia e tem sido usada nas industrias de alimentos
para proteger compostos alimentares bioativos contra o processamento e estresses
ambientais (MATSHETSHE et al., 2018; AKBARI-ALAVIJEH; SHADDEL; JAFARI,
2020; FRANK et al., 2020).

As nanoparticulas ou nanocarreadores esféricos podem ser agrupados como
nanoesferas ou nanocépsulas. Nanoesferas (Figura 4c2) sdo sistemas poliméricos
onde 0s compostos bioativos s&do dispersos uniformemente nessa matriz de
polimeros. J& as nanocapsulas (Figura 4cl), consistem em um invélucro polimérico
gue envolve um ndcleo geralmente oleoso com o composto a ser protegido. A
depender das caracteristicas especificas desse invélucro, 0 composto ativo pode ser
liberado lenta e gradualmente ou completamente ap0s a sua abertura que pode
acontecer por mudanca de pH ou degradacdo enzimética (ASSADPOUR; JAFARI,
2018).

A parte externa da nanocapsula € constituida por uma rede formada a partir
de interacBes eletrostaticas intermoleculares entre dois polimeros sintéticos ou
naturais de cargas opostas como por exemplo a quitosana e a goma arabica. A
guitosana vem se destacando no ramo da nanotecnologia em decorréncia de suas
vantagens biotecnolégicas como sua natureza policatibnica, propriedades

mucoadesivas e gelificantes, atividade antibacteriana e antifungica, nao toxicidade,
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biodegradabilidade e capacidade filmogénica para conservagéo de frutas e vegetais
(EL KNIDRI et al., 2018; FONSECA et al., 2020; GABRIELE et al., 2021).

Nanoparticulas poliméricas também tém sido utilizadas como agente de
encapsulacdo para Oleos vegetais e 0leos essenciais com 0 objetivo de protegé-los
contra estresses ambientais como temperatura e oxidag&o, interacdo indesejada
com outros componentes, evitar efeitos sensoriais desagradaveis, controlar a
liberacdo, melhorar a solubidade e biodisponibilidade (DELSHADI et al., 2020;
BAGHERI DARVISH et al., 2021). Dessa forma, a tecnologia de encapsulamento
pode preservar 0s compostos bioativos, além de aumentar suas propriedades fisico-
guimicas e melhorar suas atividades de promocdo de saude (DELSHADI et al.,
2020; BAGHERI DARVISH et al., 2021).

Diante dessas caracteristicas tem-se estudado a elaboracao de revestimentos
comestiveis com 6leos nanoencapsulados com o objetivo de melhorar as
propriedades fisico-quimicas e microbianas do ativo encapsulado, aumentando a
vida atil de frutas e vegetais (NASEER et al., 2018; DELSHADI et al., 2020;
JAFARZADEH et al., 2021). Karimirad et al. (2019) investigaram a acao de
nanoparticulas de quitosana carregadas com Oleo de cominho na inibicdo do
crescimento de fungos e leveduras em cogumelos Agaricus bisporus L. e relataram
gue essa cobertura foi capaz de inibir os microrganismos acima citados, aumentar a
capacidade antioxidante, reduzir acdo de enzimas indesejaveis e apresentar
gualidade geral aceitavel comparativamente as amostras controle. Hassan et
al.(2021) investigaram o desempenho de um revestimento elaborado com
nanoparticulas de quitosana e 6leo de tomilho na preservacdo da qualidade das
folhas de manjericio e observaram que a cobertura comestivel aumentou
consideravelmente a vida util e diminuiu a perda de peso das folhas de manjericao
em relagéao ao controle.

Vérias metodologias podem ser utilizadas para preparacdo de nanoparticulas
de quitosana entre elas a gelificacdo ibnica, micelas reversas, emulsificacao,
automontagem, nano secagem por pulverizagdo, nanoprecipitacdo e coacervacao.
Atualmente, a coacervacdo é um dos métodos mais eficazes de micro/nano
encapsulamento utilizado nas industrias alimenticia e farmacéutica para encapsular
aditivos ou nutrientes reativos, sensiveis ou volateis (AKBARI-ALAVIJEH;
SHADDEL; JAFARI, 2020).
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2.7.2 Preparacédo de nanoparticulas: Coacervagdo complexa

A coacervacao € um processo fisico-quimico que consiste na separacédo das
fases de um sistema coloidal induzido pela modificagcdo do meio pela alteracao do
pH, forca idnica, temperatura e solubilidade sob condi¢des controladas. A fase rica
em coldides recebe a denominacdo de coacervato e a que contém muito pouca
guantidade de col6ide é conhecida como fase de equilibrio (TIMILSENA et al., 2019;
BASTOS et al., 2020).

A coacervacdo pode ser simples ou complexa. Na simples, apenas um
polimero esta envolvido e os coacervatos sao formados a partir da adicdo de um sal
ou de liquido de dessolvatacdo no meio a partir de mecanismo de desidratacao
conhecido como déficit de agua (TIMILSENA et al., 2019; AKBARI-ALAVIJEH;
SHADDEL; JAFARI, 2020). A complexa, por sua vez, resulta da interacdo coloidal
entre polimeros de cargas positivas (quitosana) e negativas (goma ardbica)
formando complexos insolUveis devido a repulsdo ao solvente e a consequente
separacao das fases (TIMILSENA et al.,, 2019; AKBARI-ALAVIJEH; SHADDEL,;
JAFARI, 2020; BASTOS et al., 2020).

A coacervagdo complexa é um dos meios mais eficazes de
nanoencapsulacao utilizado pelas indastrias alimenticias e farmacéuticas pois
apresenta algumas vantagens frente a outras técnicas como a alta eficiéncia de
encapsulacdo, baixa concentracdo dos polimeros, liberacdo controlada, aumento da
estabilidade e protecdo dos compostos nanoencapsulado, como 6leos, de condigbes
ambientais como o calor evitando a perda de volateis (SILVA et al.,2015;
GHARANJIG et al.,2020; FERREIRA;NICOLETTI,2021). De acordo com Akbari-
Alavijeh et al. (2020) estudos anteriores demonstraram que nanoparticulas a base
de quitosana e goma ardbica como sistema de liberacdo de curcumina
demonstraram uma eficiéncia de encapsulacdo de cerca de 90% e com tamanho de
didmetro médio de 863 nm.

Alguns pontos importantes, além da interacdo eletrostatica entre os dois
polimeros de cargas opostas, também devem ser considerados no processo de
coacervacgdao, incluindo a relagdo entre os compostos poliméricos, a densidade de
carga, forca idnica, pH das solucdes, estabilidade e solubilidade dos complexos
formados (RUTZ et al., 2017; FERREIRA; NICOLETTI, 2021).
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Um dos produtos que pode se beneficiar da nanoencapsulacédo por
coacervacdo complexa sdo os O6leos vegetais e essenciais por serem volateis,
instaveis e facilmente se decompor com a exposicdo ao ar, luz e calor durante o
processamento, utilizacdo e armazenamento (TIMILSENA et al., 2019). Esses 0Oleos
tém sido estudados em decorréncia da eficacia dos seus compostos bioativos que
apresentam eficacia antimicrobiana contra patdgenos de origem alimentar, bactérias
fungos e toxinas podendo atuar como compostos conservantes viaveis para
alimentos pereciveis (MATSHETSHE et al., 2018; PRAKASH et al., 2018; AKBARI-
ALAVIJEH; SHADDEL; JAFARI, 2020).

Diante do exposto, as propriedades e aplicacbes que a quitosana e seus
derivados apresentam, amplificam o leque de pesquisas para avaliacdo de novas
funcionalidades, principalmente em dimensdes nano, pois, a aplicabilidade desse
biopolimero pode produzir diferentes formas de nanomateriais, carrear compostos
bioativos de Oleos, como o0 6leo de semente de maracuja (DIVYA; JISHA, 2018;
MATSHETSHE et al., 2018; AKBARI-ALAVIJEH; SHADDEL; JAFARI, 2020;).

O aproveitamento desse residuo do beneficiamento do maracuja é uma
importante estratégia para agregar valor a cadeia produtiva desse fruto produzindo

beneficios social, ambiental, cientifico e tecnolégico.
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3 HIPOTESES

Cloridrato de quitosana permite melhor interacdo eletrostatica com a goma
arabica pela técnica de coacervacdo complexa além de possibilitar a encapsulacao
de dleo da semente de maracuja permitindo a obtencdo de nanoparticulas para o
preparo de cobertura comestivel com acéo antimicrobiana e biocompativel.

Cobertura comestivel de nanoparticulas cloridrato de quitosana-goma arabica
com o Oleo de semente de maracujd nanoencapsulado prolonga o tempo de
armazenamento sob refrigeracédo (8°C) e ambiente (26°C) de morango (Fragaria X

ananassa Duch), mantendo os parametros de qualidade do pseudofruto.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar a agdo antimicrobiana e conservadora da cobertura
comestivel de cloridrato de quitosana-goma arabica com o 6leo da semente de
maracuja encapsulado na manutencdo dos parametros de qualidade de morangos

(Fragaria x ananassa Duch) durante o armazenamento.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Preparar e caracterizar nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma
arabica com e sem o 6leo da semente de maracuja encapsulado;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas contendo o 6leo;

e Avaliar o processo de liofilizacdo das nanoparticulas contendo o Oleo
utilizando diferentes crioprotetores;

e Avaliar a atividade antifingica in vitro do 6leo da semente do maracuja, das
nanoparticulas brancas e das nanoparticulas contendo o 6leo frente a cepas
dos fungos fitopatogénicos Colletotrichum siamense e Aspergillus niger;

e Avaliar a bioatividade de cobertura comestivel elaborada com as
nanoparticulas contendo o 6leo nanoencapsulado contra o Aspergillus niger;

» Verificar o efeito da cobertura preparada sobre os parametros fisico-quimicos,
e microbiolégicos do morango durante o tempo de armazenamento a

temperatura ambiente e sob refrigeracao.
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5 MATERIAL E METODO

Os experimentos, em sua maioria, foram realizados no Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), no Laboratério de Experimentacdo e Andlise de
Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutricdo, no Laboratério de Microbiologia
Aplicada (LAMAp) do Departamento do Medicina Tropical (LAMAP) e na Central
Analitica do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas. Todos pertencentes a

Universidade Federal de Pernambuco.

5.1 MATERIAIS

O ¢dleo da semente de maracuja (Passiflora edulis f flavicarpa) foi doado pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Microbiologia Aplicada (LAMAp) da UFPE. O
mesmo foi extraido pelo método de prensagem a frio, armazenado em frasco ambar
rosqueado e mantido a -18°C (MALACRIDA; JORGE, 2012).

O cloridrato de quitosana extraido do Aspergillus niger (grau de desacetilacdo
93,2%, viscosidade 32 mpa.s) foi adquirido da Qingdao ChiBio Biotech Co., Ltd.
(China). A goma arabica (Acacia senegal) foi obtida na Dinamica (Diadema, Sao
Paulo, Brasil). Agua ultrapura foi obtida utilizando um sistema de purificacéo
Millipore (Milli-Q Plus, Millipore Corp., Massachusetts, EUA).

5.2 PREPARO DAS SOLUCOES DOS POLIMEROS

O cloridrato de quitosana (1,0% (m/v), pH~3,80) foi dissolvido em agua
ultrapura sob agitacdo magnética (600 rpm), em temperatura ambiente até completa
dissolugdo. A goma arabica (2,0% (m/v), pH~5,0) foi dispersa em &gua ultrapura,

sob agitacdo magnética (600 rpm) até estar totalmente dissolvida.

5.3 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE CLORIDRATO DE QUITOSANA-
GOMA ARABICA COM E SEM O OLEO DE SEMENTE DE MARACUJA (NP-OSM)

As nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma arabica com e sem o0 6leo
da semente de maracuja (NP-OSM) foram preparadas segundo metodologia descrita

no trabalho de Rutz et al. (2017) com alteracdes.
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A nanoencapsulacdo do OSM foi realizada utilizando a técnica de
coacervacdo complexa e desenvolveu-se em duas etapas principais. A primeira
consistiu na emulsificacdo do o6leo na solucdo de cloridrato de quitosana e a
segunda na formacdo do involucro polimérico em volta das goticulas do dleo
emulsificado a partir da complexacdo entre macromoléculas de cargas opostas
(BUTSTRAEN; SALAUN, 2014).

Em um primeiro momento emulsificou-se o cloridrato de quitosana 1,0% (m/v),
o Tween 80 (HBL 15,0) e diferentes quantidades de OSM, conforme a tabela 1, em
um homogeinizador ultra-turrax (T25, IKA, Alemanha) a 8000 rpm durante 5 minutos.
Em seguida, esse sistema ficou sob agitacdo magnética (400 rpm) por 30 minutos.
Decorrido esse tempo, a goma arabica foi adicionada a essa emulséo, com o auxilio
de uma seringa adaptada a uma ponteira e sob agitacdo constante (700 rpm) por
mais 30 minutos a fim de garantir a completa complexacédo entre os polimeros. Em
seguida, as dispersdes de nanoparticulas foram submetidas a centrifugacao (2.000
rpm) por 10 minutos. Nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica (NP) foram
preparadas seguindo o mesmo procedimento, sem a adicdo do OSM, de forma a

avaliar a influéncia do 6leo nas nanoparticulas.

Tabela 1 - Composicao das formulacdes em relacdo a quantidade de Tween 80 e proporcao entre 0s
polimeros e OSM

Polimeros (material de parede)

Formulacio POL:OSM OSM Tween 80
(m/m) CQ GA Total (mQ) (mg)
(mg) (mg) (mg)

NP 1:0 150,0 300,0 450,0 0 130,0
NP-OSM-0,25 1:0,25 150,0 300,0 450,0 112,5 130,0
NP-OSM-0,50 1:0,50 150,0 300,0 450,0 225,0 130,0
NP-OSM-0,75 1:0,75 150,0 300,0 450,0 375,5 130,0
NP-OSM-1,00 1:1 150,0 300,0 450,0 450,0 130,0

NP: nanoparticulas brancas; POL: polimeros; OSM: 6leo da semente de maracuja;CQ: cloridrato de
quitosana;GA: goma arabica.
Fonte: A autora(2021).

A avaliacao da estabilidade das nanoparticulas foi baseada na observacgéo do
aspecto macroscopico e valores de tamanho de particula, indice de polidisperséo,
carga superficial e pH, como descrito a seguir. As amostras foram armazenadas sob
refrigeracéo (4°C) e analisadas apés 7, 15, 21, 30, 60 e 90 dias para acompanhar

possiveis mudancgas nos parametros.
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5.4 AVALIACAO DO PROCESSO DE LIOFILIZACAO COM O USO DE
CRIOPROTETORES

ApOGs a avaliacdo da estabilidade e definicho da melhor formulagéo,
adicionou-se a essa amostra, os crioprotetores manitol (propor¢cdes de 5 e 10% (m/v)
) e trealose (na proporcdo de 5,0% (m/v). Cada crioprotetor foi adicionado as
dispersdes de nanoparticulas sob agitacdo magnética suave (300 rpm) durante 5
minutos (RAMPINO et al.,, 2013; GOKCE et al., 2014). Em seguida, as amostras
foram congeladas a -80 °C durante 24 horas e submetidas a liofilizacdo em
equipamento EZ-DRY (FTS Systems, Nova York, EUA) durante 48 horas.

Apoés a liofilizacdo as amostras foram redispersas em agua ultrapura e
analisadas quanto ao tamanho de particula, indice de polidispersdo, carga
superficial e pH.

5.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS BRANCAS E CONTENDO O
OSM

5.5.1 Aspectos macroscopicos

Os aspectos macroscopicos foram avaliados visualmente a partir da
verificacdo das seguintes caracteristicas: cor, transluscéncia azulada, presenca de
goticulas de o6leo na superficie ou aderidas ao frasco, deposicdo de residuos,
formacédo de grumos ou de cremagem e separacdo de fases (CAVALCANTI et al.,
2015).

5.5.2 Andlise de tamanho de particula e potencial zeta

Tanto para a analise de tamanho de particula quanto para a de potencial zeta,
as amostras foram diluidas na proporcdo de 1:10 com &agua ultrapura filtrada
(Millex® 0,22 um) a fim de evitar fenbmenos de espalhamentos multiplos (Tan et al.,
2016).

O tamanho do raio hidrodindmico e o indice de polidispersao (PDI) das
nanoparticulas foi avaliado em um equipamento Zetasizer (Nano ZS90, Malvern,

Reino Unido) a 25 °C com laser de 633 nm e angulo de deteccao fixo de 90°. O
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tamanho das nanoparticulas foi calculado automaticamente de acordo com o
movimento Browniano gerado pelas mesmas, utilizando a equacdo de Stokes-
Einstein (TSAI et al., 2011).

A determinacdo do potencial Zeta foi realizada através da técnica de
mobilidade eletroforética a 25 °C, no mesmo equipamento anterior. Os valores de
mobilidade eletroforética foram automaticamente convertidos em potencial Zeta (mV)
com base no modelo de Smouluchowski (UMERSKA et al., 2018).

Para cada amostra foram realizadas trés leituras subsequentes tanto para
tamanho de particula quanto para potencial Zeta e os valores foram expressos no

formato média + desvio padréo.

5.5.3 pH

O pH da solugdo de nanoparticulas foi avaliado utilizando medidor de pH
digital PHS3BW (Bel Engineering, Monza, Italia) equipado com eletrodo de vidro e

sensor de temperatura, a 25 °C..

5.5.4 Morfologia

A morfologia das nanoparticulas contendo o 6leo da semente de maracuja
(NP-OSM-0,50) foi avaliada por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). O
microscopio utilizado foi um aparelho EVO LS15 (ZEISS, Oberkochen, Alemanha).

Uma aliquota de 5 uL da disperséo fresca de nanoparticulas foi depositada
diretamente em um “stub” e deixada para secar em temperatura ambiente (26 °C)
durante 24 horas. Posteriormente, a amostra foi recoberta com uma camada de 10
nm de Au-Pd em sistema de metalizacdo Fine Coat lon Sputter JFC 1100 (JEOL,
Toquio, Japao) e visualizada no microscoépio eletrénico de varredura sob tenséo de
aceleracdo de 10 kV e magnificagdo entre 5.000 e 20.000x (HASHEMINEJAD;
KHODAIYAN; SAFARI, 2019).

5.5.5 Estrutura quimica

A fim de analisar a estrutura quimica dos polimeros, OSM, das nanoparticulas

liofilizadas (NP e NP-OSM-0,50) e as possiveis interacdes entre eles, realizou-se a
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espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros
dessas amostras foram elaborados por um aparelho espectrofotémetro IR-Tracer
(Shimadzu, Japéo) acoplado a acessorio de reflectancia total atenuada ou ATR
(Attenuated Total Reflectance).

Os materiais foram depositados diretamente no cristal de seleneto de zinco e
diamante para serem analisadas no modo ATR e um total de 16 varreduras foram
realizadas para cada medida com resolucéo de 4 cm™, na regido entre 4.000 cm™* e
600 cm,

Essas analises foram realizadas no Laboratorio Multiusuario de Analises

Quimicas da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

5.5.6 Propriedades térmicas

As andlises de termogravimetria (TGA) e de DSC (Diferential Scanning
Calorimetry) foram utilizadas para avaliar a estabilidade térmica dos materiais de
parede, do OSM e das nanoparticulas liofilizadas (NP e NP-OSM-0,5). Ambas foram
realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Séao
Paulo (USP).

A analise de TGA foi realizada em um analisador térmico TGA Q500 V20.13.
Cerca de 10 mg de cada material foi colocado em cadinhos de platina e aquecidos
de 19,5 °C a 900 °C, a uma taxa de 10 °C min, sob atmosfera de nitrogénio (60 mL
min1) (HADIDI et al., 2020).

Para a andlise de DSC, 2 mg de cada amostra foram aquecidas em cadinhos
de aluminio entre 25 °C e 380 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C min, com
um fluxo de nitrogénio de 50 mL min?* (HADIDI et al., 2020). O equipamento utilizado
foi um DSC Q20 (TA Instrumentos, New Castle, DE, EUA).

5.6 ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO E IN VIVO

5.6.1 Preparo do indculo fangico

As cepas dos fungos Aspergillus niger URM 7282 e Colletrotrichum siamense

CMM 4077 foram adquiridas da micoteca da Universidade Federal de Pernambuco

(Centro de Biociéncias, UFPE, Recife, Brasil) e da colecdo de fungos fitopatogénicos
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“Prof. Maria Menezes” da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE,
Recife, Brasil), respectivamente. As culturas foram repicadas em meio BDA (batata
dextrose agar) e cultivadas entre 25 °C e 28 °C por 7 dias, respectivamente a fim de
garantir a esporulagdo necessaria.

Com movimentos suaves e com 0 auxilio de um swab coletou-se 0s esporos
fungicos e ressuspendendo-os em agua destilada estéril. Em seguida, essa solucéo
foi filtrada com uma camada tripla de gaze estéril para retirada de fragmentos de
hifas e a concentracdo ajustada até 10° esporos mL?' com o auxilio de um
hemocitdmetro (DE OLIVEIRA et al., 2014; FARZANEH et al., 2015).

5.6.2 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A avaliagcdo da atividade antifungica do OSM, das nanoparticulas com e sem
OSM baseou-se na obtencdo da CIM dessas substancias frente aos fungos
fitopatogénicos citados no item 5.6.1. Baseou-se na técnica de microdiluicio em
caldo utilizando uma placa de 96 pocos e seguiu a metodologia citada por Balouiri et
al. (2016) com adaptacoes.

Para esse teste, o OSM foi emulsificado na concentracdo utilizada na
formulacdo NP-OSM-0,5 (7,5 mg mL1). Essa solucdo foi preparada com &agua
destilada estéril, Tween 80 1% (m/m) e DMSO 1% (m/m). Posteriormente foi
homogeneizado por 5 minutos em ultraturrax a velocidade de 8000 rpm. Convém
ressaltar que as concentracdes dos reagentes anteriormente citados, de acordo com
alguns estudos, nao influenciam negativamente no crescimento de fungos
(ATHAYDE et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016).

A distribuicdo das substancias testes, meio de cultura e indculo seguiram
esquema de preenchimento conforme tabela 2. Inicialmente, adicionou-se em cada
poco as substancias testes (OSM, NP e NP-OSM) e posteriormente foi adicionado o
meio Sabouraud e o in6culo de cada um dos fungos, de forma que o volume final de
cada pogo fosse de 100 pL. A fim de garantir o controle de esterilidade (poco G1) e
controle positivo (pogo H1), alguns pogos foram preenchidos com meio de cultura e
substancias teste e outros completados apenas meio e inéculo, respectivamente.
Em seguida as placas foram incubadas entre 25 °C e 28 °C, durante 96 horas (KIM
et al., 2020) e apoOs esse periodo, a menor concentracdo da substancia teste que

nao apresentou turvacao no poco foi considerada a CIM.
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Tabela 2- Preenchimento da microplaca de 96 pocos.

Substéancia Meio _

teste Sabouraud  |pgeulo VOIUMEfinal - josMmif [NP]f

Poco uL uL uL do poco . )
uL (mg mL?) (mg mL?)

Al 60 20 20 100 4,50 3,00
Bl 50 30 20 100 3,75 2,50
C1 40 40 20 100 3,00 2,00
D1 30 50 20 100 2,25 1,50
El 20 60 20 100 1,50 1,00
F1 10 70 20 100 0,75 0,50
Gl 80 20 - - - -
H1 - 80 20 - - -

[OSM]s: concentracao final do 6leo da semente do maracuja; [NP]+. concentracao final das
nanoparticulas de quitosana-goma arabica.
Fonte: A autora (2021).

5.6.3 Efeito das substéancias teste sobre a morfologia fungica

Os fungos fitopagénicos A. niger e C. siamense foram expostos as
substancias teste e a acdo das mesmas sobre a morfologia fungica foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV).

Inicialmente, o inéculo fangico padronizado em agua destilada estéril por
hemocitémetro (10° esporos mLt), foi inoculado em caldo Sabouraud e depois
separadamente foram acrescidas a solucdo de 6leo da semente do maracuja
(OSM), as nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma arabica contendo o 6leo
da semente do maracuja (NP-OSM) e de nanoparticulas brancas de quitosana-goma
arabica (NP) em concentracfes sub-inibitérias para cada fungo.

Para o C. siamense, utilizou-se 50% da CIM, 86% da CIM e 75% da CIM para
OSM, NP-OSM e NP, respectivamente; para o A. niger, utilizou-se 67% da CIM, 75%
e 67% da CIM para OSM, NP-OSM e NP, respectivamente. As amostras foram
incubados entre 25 °C e 28 °C por 72 horas e os controles cresceram apenas no
meio de cultura sem as substancias teste (SHARMA; TRIPATHI, 2008).

Em seguida, fragmentos dos micélios foram coletados e lavados com solucéo
salina (pH 7,2) por 3 vezes, 10 minutos cada e fixados com glutaraldeido 2,5% com
verde malaquita 0,05% em tampéao fosfato 0,1M por 1 hora a 28 °C. Apos a fixacéo,
as amostras foram novamente lavadas com tampéao fosfato 0,1M por 10 minutos. As
amostras foram entdo gradativamente desidratadas em etanol nas concentracdes de

50%, 70% e 90% (5 minutos cada) e na concentracdo de 100% por 3 vezes de 10
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minutos. Em sequéncia, as amostras foram imersas em hexametildisilazine (HDMS)
100% por 5 minutos para secagem. Por fim, as amostras foram mantidas em
dessecador por 24 horas e em seguida foram montadas em suportes de aluminio,
metalizadas com ouro (espessura de 10nm) e observadas ao Microscopio Eletrdnico
de Varredura JEOL JSM-5600 LV (Téquio, Japao) operando a 18kV (MELO et al.,
2020b; MENG et al., 2020).

5.6.4 Atividade antifungica in vivo: bioatividade de cobertura comestivel sobre

o crescimento fungico em morangos (Fragaria x ananassa Duch.)

Os pseudofrutos utilizados nesse experimento foram adquiridos no
CEASA/PE (Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco), possuiam no
maximo trés dias de colhidos no campo e foram selecionados levando-se em
consideragcdo a sua cor e tamanho homogéneo, superficie isenta de danos
mecanicos e infec¢des fangicas visiveis.

Apols essa primeira etapa, os morangos foram mergulhados em recipientes
contendo solucdo de hipoclorito de sodio 1%(v/v) durante 15 minutos para
higienizacdo, em seguida foram lavados com agua potavel e deixados para secagem
a temperatura ambiente por um periodo de 2 horas para remocdo da agua residual.
Depois disso, os frutos foram inoculados durante um minuto em solu¢do do indculo
fingico de Aspergillus niger (10® esporos mL?) sob agitacdo suave utilizando um
bastdo de vidro estéril antes de receberem as coberturas comestiveis (tratamento
curativo) (MELO et al., 2020b).

Em seguida, os pseudofrutos foram divididos em 3 grupos, sendo, 20
morangos por grupo. No primeiro, os morangos foram imersos em uma solugéo
formada pelo plastificante glicerol 2,5% (v/v) e pela dispersdo das nanoparticulas de
cloridrato quitosana-goma arabica contendo o Oleo da semente do maracuja sob a
mesma concentracdo encontrada para a CIM do A. niger. O segundo grupo foi
considerado o controle positivo, no qual os frutos foram recobertos por solucéo de
glicerol 2,5% (v/v) e o terceiro grupo, controle negativo, que corresponde aos frutos
sem cobertura (MELO et al., 2020b).

Apos aplicacdo das coberturas os frutos foram deixados para secagem por 30
minutos a fim de drenar o excesso de liquido das amostras e em seguida foram

armazenados separadamente por grupos, em recipientes de polietileno, em
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temperatura ambiente (26 °C) e de refrigeracdo (8 °C), separadamente. Os
morangos foram avaliados quanto a presenca de infeccéo fungica visivel com 6 e 12
dias em temperatura ambiente e refrigeracdo, respectivamente e os resultados
foram expressos em percentual de fruta infectada (SHAHBAZI, 2018; MELO et al.,
2020b).

5.7 AVALIACAO DO EFEITO DA COBERTURA TESTE E CONTROLE SOBRE 0OS
PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DOS MORANGOS ARMAZENADOS A
TEMPERATURA AMBIENTE E REFRIGERACAO.

Os critérios de selecdo dos morangos, higienizacdo com hipoclorito de sodio
1%(v/v) e secagem seguiram 0S mesmos parametros e passo a passo citados no
item 5.6.4.

Em seguida os pseudofrutos foram divididos em 3 grupos distintos com 40
frutos cada, sendo: um controle negativo (que nao recebeu nenhum tratamento), um
controle positivo (recoberto com solucao de glicerol a 2,5 % (v/v) e 0 grupo cujos
morangos foram imersos na substancia teste (nanoparticulas de cloridrato de
guitosana e 6leo de semente de maracuja + glicerol 2,5% v/v). Convém ressaltar que
cada grupo foi duplicado em relagdo ao quantitativo de frutos a fim de serem
analisados a temperatura ambiente (26 °C) e sob refrigeracédo (8 °C).

Em seguida, os morangos foram imersos durante um minuto em cada
solucdo, exceto o controle negativo. Os frutos foram manuseados pelo pedicelo
durante a imerséo a fim de evitar danos. Decorrido esse periodo, as amostras dos
grupos controle positivo e as que receberam a substancia teste foram deixadas por
30 minutos, a temperatura ambiente para secagem das coberturas aplicadas.
Posteriormente os morangos foram acondicionados em recipientes de polietileno
com tampa e os grupos foram armazenados a temperatura ambiente por 6 dias e 12
dias sob refrigeragao.

Ao longo dos periodos acima citados os morangos foram analisados a cada 3
dias de armazenamento (0,3,6 dias — grupo néo refrigerado e 0,3,6,9,12 dias — grupo
refrigerado) quanto a umidade, solidos solaveis, pH, indice de maturacéo e acidez
titulavel, seguindo as normas da AOAC (2012), percentual de infecgédo visivel (MELO
et al., 2020a), perda de peso (FRIEDRICH et al., 2020) e evolucdo da cor (CIE
1986).
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5.7.1 Anélise dos frutos

As amostras para analise de umidade, solidos soluveis, pH e acidez titulavel
foram preparadas para serem avaliadas através da trituragcdo de 6 frutos por
tratamento utilizando um aparelho processador manual domeéstico (mixer), modelo
PMX600, marca Philco. As analises foram realizadas em triplicata.

Para avaliar perda de peso, percentual de infeccdo visivel e cor foram
selecionados, em cada grupo, um quantitativo de 10 e 2 morangos, respectivamente,
gue foram separados e identificados para que as analises fossem sempre realizadas

nos mesmos frutos.

5.7.2 Umidade

As andlises para avaliacdo do teor de umidade das amostras foram realizadas
por meio do aquecimento dos frutos, previamente triturados, em estufa a 70°C pelo
periodo de 24 horas até a obtencdo de massa seca e o0 resultado foi expresso em
porcentagem (AOAC, 2012-Método 934.06).

5.7.3 So6lidos soluveis

A determinacdo dos teores de sdlidos solluveis totais das amostras foi
realizada utilizando um refratdbmetro de bancada modelo AUS JENA calibrado
previamente com agua destilada. Para leitura da amostra dispés-se cerca de 0,05
mL do suco extraido apds a trituragcdo sobre o prisma do aparelho. Os resultados
foram apresentados em °Brix (AOAC, 2012-Método 932.12).

5.7.4 pH
A amostra das frutas foi diluida em agua destilada e o pH foi mensurado

usando um pHmetro digital da marca Micronal B474 apds a calibracdo do aparelho
com as solugbes tampéo (pH 4,0 e 7,0) (AOAC, 2012-Método 981.12).
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5.7.5 Acidez titulavel

A acidez titulavel, expressa em percentual de acido citrico, foi determinada
através da diluicdo da amostra da fruta triturada em agua destilada, seguida da
adicdo do indicador fenolftaleina e titulagdo com solu¢do de NaOH 0,1 N até o ponto
de viragem estabelecido em pH 8,2 utilizando-se um pHmetro digital da marca
Micronal B474 (AOAC, 2012-Método 920.149).

5.7.6 indice de maturagéo

O indice de maturacéao foi calculado pelo quociente entre o teor de solidos

soluveis e acidez titulavel seguindo metodologia preconizada por Melo et al.( 2020a).

5.7.7 Evolucéao da cor

A cor da superficie dos morangos foi avaliada tendo como base o sistema
internacional de cores ClElab (L*, a* e b*), usando um colorimetro Minolta modelo
CR-300 (Osaka, Japéao). Antes das medicOes o aparelho foi calibrado com uma
placa de ceramica branca padrdo. Cada fruto foi avaliado em 2 posi¢des diferentes e
0s parametros de luminosidade das amostras (L*), coordenada cromatica a* que é
relacionada a dimenséo verde/vermelho e b*, associado a dimenséao azul/amarelo
foram registrados. A partir desses dados foram calculados os valores de croma (C*),
gue indica o atributo quantitativo de intensidade de cor e o angulo hue (h °), que é
considerado o atributo qualitativo de tonalidades de cor (0°= vermelho-roxo e
180°=verde-azulado) usando as equacdes (1) e (2) , respectivamente (CALEB et al.,
2016).

C'=\a2+b?  Egq.(1)

h°=tan(b/a’) Eg. (2)
5.7.8 Perda de peso
A perda de peso das amostras foi determinada segundo metodologia de

Friedrich et al.(2020). Os frutos foram pesados individualmente com o auxilio de uma

balanca analitica Marte modelo AY220. Cada morango foi pesado no dia 0 (dia em


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423816303533?via%3Dihub#eq0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423816303533?via%3Dihub#eq0020
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gue aplicou a cobertura e ap6s secagem) e em intervalos de 3 dias de acordo com
periodos determinados para as analises fisico-quimicas até o final do
armazenamento a temperatura ambiente (6 dias) e refrigeracéo (12 dias).

O célculo para perda de massa foi realizado segundo a equacdo 3 e expresso
em porcentagem de perda de peso em relagéo ao peso inicial.

PP% = (PI-PF) x 100 (Eq.3)
PI

Onde:

PP: porcentagem de perda de peso no periodo.
Pl: massa inicial da amostra no dia 0 em gramas.
PF: massa final da amostra em gramas.

5.7.9 Percentual de infecc¢do visivel

Durante o armazenamento e seguindo os periodos determinados para
realizacdo das analises fisico-quimicas as amostras foram inspecionadas e
avaliadas quanto a presenca de decomposicdo e infeccbes visiveis por
microrganismos. O numero de frutos apodrecidos foi dividido pelo nimero inicial de
frutos em cada grupo e expresso em porcentagem de acordo com Melo et al.
(2020a).

5.8 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com estatistica descritiva (média e
desvio padrdo) e testes inferencial (ANOVA seguido pelo teste de tukey) para
determinacao das diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). Os resultados

foram expressos como a média estimada + desvio padréo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 NANOPARTICULAS DE CLORIDRATO DE QUITOSANA-GOMA ARABICA
CONTENDO OLEO DE SEMENTE DE MARACUJA (NP-OSM)

Os resultados encontrados para as nanoparticulas brancas de cloridrato de
guitosana-goma arabica (NP) e as com o 0Oleo incorporado (NP-OSM-0,25; NP-OSM-
0,50; NP-OSM-0,75; NP-OSM-1,0) estédo relacionados na tabela 3 e a partir da
avaliacdo dos valores de tamanho de particula, PDI, potencial zeta e pH foi
escolhida a formulacdo mais estavel para dar continuidade as andlises propostas
nesse trabalho.

A emulsificacdo é determinante para estabelecer o tamanho e a distribuicdo
do nanocarreador formado e é influenciada pelas configuracdes do aparelho
utilizado, taxa de homogeneizacdo, a razdo de volume e propriedades fisico-
guimicas das fases imisciveis (HECKERT BASTOS et al.,, 2020; FERREIRA;
NICOLETTI, 2021). Kuroiwa et al. (2015) e Eghbal et al. (2018) relataram que no
processo de coacervacdo complexa a turbidez inicial de uma solu¢cdo aumenta pela
adicdo de outro biopolimero de carga oposta. Ao final do processo de coacervacéo,
visualizamos uma formulacdo leitosa com aspecto azulado, que configura a
formacdo de nanoparticulas, sem formacdo de cremagem, material decantado ou
em suspensao.

De acordo com a tabela 3 o valor médio do tamanho das particulas formadas
variou de 120 a 453 nm a medida que alterava a quantidade de OSM. Esses valores
sdo semelhantes aos encontrados por Oliveira al. (2018) ao prepararem
nanoparticulas a base de quitosana para encapsular geraniol pela mesma técnica
utilizada em nosso experimento.

Como esperado, as nanoestruturas formadas apresentaram aumento de
tamanho acompanhado da reducdo do potencial zeta a medida em que a massa
inicial do OSM incorporado as formulagcbes aumentou. Assim como em nOSSO
trabalho, Hadidi et al. (2020) observaram o incremento no didmetro médio das
nanoparticulas elaboradas em seu experimento ao incorporar 6leo essencial de
cravo. Sotelo-Boyas et al. (2017) também relataram esse mesmo fenémeno ao
avaliarem a influéncia da variacdo da quantidade de Oleo essencial de limdo em

nanoparticulas de quitosana. Eles relacionaram o aumento do tamanho evidenciado
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by

nas nanoparticulas a adsor¢cdo do 6leo essencial na superficie da mesma o que

geraria uma estrutura maior.

Tabela 3 - Tamanho de particula, indice de polidispersao, carga superficial e pH obtidos no dia 0
para cada uma das formulacdes elaboradas com e sem o 6leo de semente de maracuja

. Parametro
Formulagéo POL:OSM 2 (nm) ] 2 (V) oH
NP 1:0 139,8+0,99 0,33 48,02+1,35 4,11+0,15
NP-OSM-0,25 1:0,25 120,83£1,56 0,67 26,03+1,80 4,06%0,12
NP-OSM-0,50 1:0,50 159,21+4,80 0,40 9,00+2,40 4,08+0,13
NP-OSM-0,75 1:0,75 177,12+4,71 0,30 8,10+0,90 4,23+0,22
NP-OSM-1,00 1:1 453,10+39,40 0,38 3,30+0,10 4,15+0,11

POL: polimero; OSM: 6leo da semente de maracuji; g: tamanho de particula; PDI: indice de
polidispersao; Potencial {: potencial zeta. Resultados representados como valor médio + desvio-
padréo.

Fonte: A autora (2021).

Um outro aspecto importante a ser avaliado em suspensdes coloidais é o
indice de polidispersao (PDI). Ele indica a homogeneidade na distribuicdo do
tamanho das particulas e pode variar entre 0 e 1. Considera-se uma amostra
polidispersa aquelas cujos valores apresentam-se superiores a 0,5 (KIM et al., 2019;
RAJABI et al., 2019). Nossos resultados mostram valores de PDI que caracterizam a
maioria das nossas formulagcdes como monodispersas, exceto a NP-OSM-0,25. Pant
et al. (2018), também obtiveram nanoparticulas de pequeno tamanho e PDI
proximos a 1 o que foi associado a uma reticulagdo descontrolada entre os anions
do TPP e os cations da quitosana. De acordo com Sena et al. (2018) sistemas
polidispersos tendem a se desestabilizar, entdo, por esse motivo a NP-OSM-0,25 foi
descontinuada da avaliacdo de estabilidade.

O potencial zeta representa a carga superficial das particulas e € um dos
fatores que controla as interacfes eletrostaticas entre os polimeros de cargas
opostas durante o processo de coacervacdo. Além de ser um referencial para
manutencdo da estabilidade (FERREIRA; NICOLETTI, 2021). Conforme mostrado
na tabela 3 os resultados do potencial zeta variaram de 3,3 mV até 48,02 mV.

O maior valor corresponde a formulagcdo sem a adicdo do OSM (NP) e a
medida em que aumenta a proporcdo 6leo:material de parede, ha um decréscimo do
potencial zeta. De acordo com Sotelo-Boyas et al. (2017) isso acontece devido a

uma reducgdo dos ions positivos da quitosana (NHs3*) ao interagir com 0s grupos
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funcionais negativos da estrutura quimica do 6leo o que gera uma menor
disponibilidade de cargas positivas e consequentemente a reducéo no potencial. E
relatado em trabalhos como o de Sena et al. (2018) e o de Souza et al. (2021) que o
potencial zeta de emulsdes do 6leo de semente de maracujé varia entre -57mVe -
21mV, respectivamente, e isso poderia explicar a reducdo do potencial zeta das
nanoparticulas a medida em que quantidades adicionais de 6leo eram acrescidas as
formulacoes.

Karimirad et al. (2020) também identificaram o decréscimo no potencial zeta
de nanoparticulas de quitosana e Oleo de laranja amarga com 0 aumento da
proporcdo em massa do composto nanoencapsulado. Ele associaram o fenébmeno
ao aumento da dimensdo das nanoparticulas e a reducdo da superficie carregada
positivamente devido ao acréscimo do conteudo inicial do dleo.

O pH das dispersfes de nanoparticulas elaboradas em nosso estudo variou
entre 4,06 e 4,23. Esses valores encontram-se dentro da faixa adequada para
obtencdo de coacervatos de cloridrato de quitosana e goma arabica. Tan et al.
(2016) e Espinosa-Andrews et al. (2007) relatam que a faixa ideal para obtencéo de
coacervados estabelece-se na faixa de pH que varia de 3,5-5,0.

6.2-AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA-
GOMA ARABICA CONTENDO O OLEO DE SEMENTE DE MARACUJA (NP-OSM).

Conforme anteriormente descrito, a selecdo das formulagcbes adequadas para
prosseguir com a analise de estabilidade baseou-se na avaliacdo do tamanho de
particula, baixo indice de polidisperséo, potencial zeta positivo e pH. De acordo com
os valores da tabela 3, a formulacdo NP-OSM-1 apresentou o maior tamanho entre
as amostras e a NP-OSM-0,25 maior polidispersédo. Diante disso, a avaliagcdo das
mesmas foi descontinuada.

A tabela 4 demonstra os resultados da estabilidade das formulacdes
elaboradas obtidos ao longo de 90 dias nos intervalos de 0,7, 15, 21, 30, 60 e 90. O
monitoramento foi baseado na avaliacdo dos aspectos macroscopicos € nos
parametros fisico-quimicos.

Em relacdo as alteragBes visuais, ao longo dos 90 dias de armazenamento,

nao foi identificada nenhuma alteracdo macroscopica como cremagem, formacao de
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grumos e divisdo de fases nas amostras. O aspecto azulado caracteristico da

formacao das nanoparticulas foi presente em todo o periodo.

Tabela 4 — Avaliacdo da estabilidade das formulacgdes elaboradas durante 90 dias

FORMULACAO
Parametro Tgrir;[;o NP NP-OSM-0.50 NP-OSM-0,75
0 139,80+0,99 159,21+4,80 177,12+4,71
7 143,45+15,47 140,61+8,41 156,02+5,32
15 154,25+9,64 153,53+4,30 159,61+6,52
¢ (nm) 21 174,03+£1,49 139,03+6,50 153,32+4,31
30 176,22+7,67 138,12+9,52 152,63+7,32
60 293,33+88,67 144,83+5,32 153,52+5,31
90 408,03+76,38  165,00+16,01 173,51+16,72
0 0,33 0,40 0,30
7 0,21 0,40 0,30
15 0,17 0,40 0,40
PDI 21 0,13 0,30 0,20
30 0,20 0,30 0,20
60 0,31 0,40 0,30
90 0,42 0,40 0,30
0 48,02+1,35 9,00£2,40 8,10£0,90
7 37,58+4,02 15,50+0,80 9,41+0,52
Potencial 15 32,00£2,05 11,02+1,01 14,7242,20
21 34,13+0,65 8,60+0,92 8,7310,71
(M) 30 43,14+16,88 11,4243,22 10,12+4,13
60 41,15+3,07 11,9145,00 11,40+3,41
90 45,55+3,07 15,62+7,81 16,62+9,32
0 4,11+0,15 4,08+0,13 4,23+0,22
7 4,02+0,31 4,13+0,08 4,22+0,15
15 4,55+0,18 4,12+0,11 4,18+0,11
pH 21 4,50+0,03 4,06+0,06 4,17+0.08
30 4,52+0,04 4,08+0,02 4,16+0,10
60 4,48+0,08 4,12+0,06 4,09+0,16
90 4,51+0,02 4,5+0,01 4,51+0,08

@: tamanho de particula; PDI: indice de polidispersao; Potencial {: potencial zeta (carga
superficial). Resultados representados como valor médio + desvio-padrao.
Fonte: A autora (2021).

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, tanto a NP-OSM-0,5 e a NP-OSM-

0,75 mantiveram-se estaveis por 90 dias, com tamanho de particula abaixo de 200
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nm, PDI em torno de 0,4 e potencial zeta variando entre 8,6 e 16,9 mV. O pH
manteve-se constante até 60 dias de avaliagcdo apresentado um leve acréscimo aos
90 dias nas duas amostras avaliadas.

O potencial zeta apresentou discretas alteragdbes ao longo do
armazenamento, mas sempre dentro da faixa da neutralidade sem agregacdo e
desestabilizacdo observada. Esse € um parametro essencial para a avaliacdo da
estabilidade de sistemas coloidais pois avalia a magnitude das forcas de repulsao
eletrostatica entre as particulas (BAGHERI; ARIAIl; MOTAMEDZADEGAN, 2021).
De acordo com Kuroiwa et al. (2015) o potencial zeta ndo € o unico fator que garante
a integridade de um sistema coloidal. Kuroiwa et al. (2015) associam a manutencéo
da estabilidade coloidal a trés tipos de estabilizacdo: estérica (acdo das forcas
repulsivas entre os polimeros), a eletrostatica (repulsdo Coulombic entre superficies
de particulas com carga idéntica) e a eletrostérica onde as particulas coloidais sao
estabilizadas por uma combinacao das duas anteriores.

Apés o0 periodo acima citado, determinamos que NP-OSM-0,5 seria a
formulacao selecionada para realizacdo dos testes posteriores. O critério de escolha
baseou-se na apresentacdo do menor tamanho de particula, carga superficial

positiva e 0 aspecto visual homogéneo.

6.3 AVALIACAO DO PROCESSO DE LIOFILIZACAO

A liofilizagdo baseia-se na remocdo de 4gua de um sistema coloidal com o
objetivo de preservar a sua estabilidade a longo prazo. Nanoparticulas podem ser
termodinamicamente instaveis e ap0s periodos de armazenamento podem ser
suscetiveis a agregacao e dispersao o que torna a liofilizacdo uma alternativa viavel
para manutencdo e protecdo de suas caracteristicas coloidais (RUTZ et al., 2017;
TRENKENSCHUH; FRIESS, 2021). Buscando esse objetivo, a formulacdo NP-OSM-
0,5 foi liofilizada, porém as nanoparticulas redispersas apresentaram tamanho de
particula aproximadamente 4 vezes maior (619,30+82,33nm) que a suspensado das
nanoparticulas (154,63+1,81nm) .

De acordo com alguns autores, a propria liofilizagdo possui ressalvas uma vez
que as etapas do processo podem gerar tensdes que afetem a estabilidade das
nanoparticulas, como por exemplo, causar a fusdo irreversivel ou agregacao
(UMERSKA et al.,, 2018, TRENKENSCHUH; FRIESS, 2021). A fim de evitar a
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ocorréncia desses fenbmenos, a literatura sugere o uso de crioprotetores. Esses
agentes conferem protecdo as nanoparticulas durante a liofilizacdo e séo
adicionados as suspensfes antes do inicio do processo com o objetivo de amenizar
o estresse fisico gerado minimizando os danos e altera¢des fisico-quimicas que as
baixas temperaturas possam promover. Geralmente sdo carboidratos (glicose,
frutose, sacarose, manitol) cujo mecanismo de acdo consiste em gerar uma matriz
amorfa em torno da nanoparticula evitando agregacdo e danos a estrutura durante
o0s estagios da liofilizagdo (AMIS et al., 2020; TRENKENSCHUH; FRIESS, 2021).

Dessa forma, manitol (5% e 10% (m/v e trealose 5% (m/v) foram usados
como crioprotetores na formulacdo NP-OSM-0,5 e o efeito dos mesmos pode ser
visualizado na tabela 5.

Avaliando o tamanho e PDI das nanoparticulas redispersas observa-se que o
manitol apresentou melhor desempenho que a trealose, o que difere dos
experimentos de Rampino et al.(2013) que obtiveram melhores resultados utilizando
a trealose como crioprotetor.

Apesar disso, as amostras liofilizadas com manitol a 5% apresentaram o
dobro do tamanho das nanoparticulas em suspensdo e resultado ainda menos
satisfatorio foi obtido ao dobrar a sua concentracdo. Gokce et al. (2014) relataram
gue a incorporacao de excesso de crioprotetor pode ser prejudicial a liofilizacdo pois
pode causar agregacdo das nanoparticulas. Isso pode explicar o aumento de
tamanho em torno de 5x da amostra liofilizada com 10% de manitol.

Em relagéo ao potencial zeta podemos notar que ao adicionar o manitol 5%
houve uma reduc&o nesse indicador o que corrobora com os resultados de Fonte et
al. (2015) ao elaborarem nanoparticulas de acido latico-co-acido glicolico carregadas
com insulina. Esses autores associam essa reducdo a camada de hidratacdo
viscosa gerada pela presenca do crioprotetor na superficie das nanoparticulas o que
expande o plano de deslizamento durante o movimento eletroforético. J4 a adicdo de
manitol 10% e trealose 5% geraram efeito contrario no potencial zeta das
nanoparticulas e Li et. al.(2017) explicam esse acréscimo ao aumento do tamanho
das nanoparticulas.

Uma vez que as particulas em suspensao se mantiveram estaveis por 90 dias
e 0 processo de liofilizagdo ndo foi favoravel, optamos por dar continuidade as
demais analises com as amostras em suspensao. Diante desses resultados, faz-se

necessarios estudos posteriores utilizando concentragdes inferiores de manitol para
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observarmos o comportamento das nanoparticulas liofilizadas com a adicdo desse

crioprotetor em relacdo aos parametros anteriormente avaliados.

Tabela 5 - Tamanho de particula, indice de polidispersdo e carga superficial obtidos para a
formulacdo NP-OSM-0,5 antes e ap0s liofilizacdo utilizando crioprotetores.

Condicao de Crioprotecao

Formulacéo Paréametro Suspensao Manitol Trealose Manitol
NP-OSM-0,5 5,0%(m/v) 5%(m/v) 10%(m/v)
@ (nm) 127+3,56 279,1745,72 531+34,38 686.03+109,81
PDI 0,25 0,21 0,19 0,21
NP-OSM-0,5

Potencial {  19,47+0,70  10,44+0,42  32,93+0,65  34,43%0,55
PH 4,00+0,12 4,56+0,02  4,63%0,10 4,75+0,15

g: tamanho de particula; PDI: indice de polidisperséo; Potencial {: potencial zeta (carga superficial).
Resultados representados como valor médio + desvio-padréo.
Fonte: A autora (2021).

6.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

6.4.1 Morfologia

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi usada para estudar a
ultraestrutura e a aparéncia das NP-OSM-0,5 e esta apresentada na figura 5. Essa
técnica oferece informacdes acerca da morfologia da nanoparticula e caracteristicas
de sua superficie como rugosidade e textura (ZHU et al., 2020).

As nanoparticulas apresentam-se com distribuicdo uniforme, sem formacéao
de aglomerados e tamanho homogéneo (Figura 5). A partir da andlise das
caracteristicas estruturais, percebe-se que as mesmas possuem forma esférica com
superficie lisa, sem a presenca de fissuras, porosidades e rachaduras (Figuras 5a-
5c). Essas sdo caracteristicas essenciais para retencéo do 6leo encapsulado em seu
interior . Silva et al. (2018), ao encapsularem 6leo de pequi em uma matriz a base de
guitosana-goma de cajueiro também encontraram morfologia semelhante ao nosso
estudo. Para Mehran et al (2020) microcapsulas com inexisténcia de fraturas em sua
superficie € um forte indicio de que o encapsulamento do composto foi realizado
com sucesso. Segundo Rajabi et al. (2020), nanoparticulas com essas
caracteristicas estruturais sdo indicativos da ligacdo eletrostatica entre os grupos

amina e carboxila dos biopolimeros utilizados.
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Figura 5- Imagens das nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma arabica contendo o 6leo da
semente de maracuja (NP-OSM-0,5) obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV).
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Fonte: A autora (2021).

6.4.2 Estrutura quimica

A espectroscopia na regiao do infravermelho é uma metodologia de analise
gue permite identificar os grupos funcionais de uma determinada substancia por
meio das bandas de absorcéo que |Ihes sdo atribuidas, além de detectar e identificar
possiveis interacfes entre polimeros (SHOJAEI;, ESHAGHI; NATEGHI, 2019;
SANTOS et al., 2021).

A partir dos resultados obtidos foi possivel definir e analisar as bandas que
caracterizam o cloridrato de quitosana, a goma ardbica, o 6leo de semente de
maracuja e os possiveis deslocamentos de bandas que indiqguem as interacfes entre
0 grupo amino do cloridrato de quitosana e 0s grupos carboxila da goma arabica o
gue pode comprovar a formacédo das nanoparticulas de cloridrato de quitosana sem
e com o Oleo de semente de maracuja.

O espectro do cloridrato de quitosana e suas bandas caracteristicas podem
ser visualizados na figura 6. Percebe-se uma banda larga em 3280 cm™ atribuida ao
estiramento OH o qual aparece sobreposto a banda de deformacdo axial N-H da
amina Ill e Il (FORTUNATI et al.,, 2017; GE et al., 2018). O pico em 2904 cm
representa o estiramento C-H alifatico e os observados nos comprimentos de onda
1633 cm™ e 1560 cm™ correspondem as bandas das amidas | e ao pico de absorcéo
de vibragédo da flexdo NHsz* (HAN et al., 2020). J& a banda evidenciada em 1521cm
demonstra a presenca do grupo amino enquanto os comprimentos de onda abaixo

da faixa de 1155 cm™ sdo atribuidos a estruturas de sacarideos e podem ser
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visualizados no espectro desse polimero, no da goma arabica e também nas
nanoparticulas (GE et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018 LI et al., 2019b).

O espectro da goma arabica (Figura 6) mostrou bandas tipicas em 3329 cm™!
caracteristica do alongamento do grupo OH do anel glicosidico (OLIVEIRA et al.,
2018). Vibragbes de alongamento referentes ao alongamento simétrico e assimétrico
de COO" sdo evidenciados nos comprimentos de onda 1606 cm™ e 1423 cm
respectivamente (OLIVEIRA et al., 2018; RABELO et al., 2019; RAJABI et al., 2019).

Observando o0 espectro das nanoparticulas brancas percebe-se o
alargamento da banda de absorcdo entre 3000 e 3700 cm referente ao aumento
das ligacBes de hidrogénio entre o CQ e a GA no processo de coacervacao
complexa (TAVARES; NORENA, 2020). Resultado semelhante foi encontrado por
Butstraen et al. (2014) que associaram o alargamento da banda em 3340 cm™ as
ligagbes de hidrogénio envolvidas na coacervagao complexa entre a quitosana e a
goma arabica para formacéo de microcapsulas. Ainda como resultado da interacao
dos biopolimeros, percebe-se que esse espectro de infravermelho mudou
significativamente na regido da carbonil-amida com o desaparecimento dos picos de
absorcéao referentes a flexdo NHs* em 1560 (CQ) e a vibragcdo de alongamento
assimétrico COO" em 1606 (GA) indicando que as nanoparticulas foram formadas
pelas interacbes eletrostaticas entre os dois polimeros (HAN et al., 2020;
HERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2020).

Em relacdo ao espectro obtido para o OSM podemos notar que as bandas
gue caracterizam a presenca de agua em 6leos, localizadas nas regides entre 3300
cm? e 3400 cm™ , estdo ausentes o que evidencia a alta qualidade do 6leo estudado
(KIEFER et al., 2019) A complexidade quimica que envolve as moléculas dos
triglicerideos nos 6leos gera uma série de subpicos na faixa que vai de 3003 cm™ a
2858 cm originarios do alongamento de grupos C-H (KIEFER et al.,, 2019;
LUCARINI et al., 2019). Constata-se em 1741 cm® uma forte e intensa banda de
absorcdo caracteristica do alongamento C=0O indicativo da presenca de acido
carboxilico de ésteres metilicos que também evidencia a existéncia de acidos graxos
como o acido linoleico e oleico que sdo os compostos majoritarios desse 6leo
(PUROHIT et al., 2021). Nota-se que a regido de comprimento de onda abaixo de
1656 cm™ é a que concentra um maior niimero picos e é denominada como regiéo
fingerprinter. E uma area muito rica em informacdes com bandas sobrepostas

geradas em decorréncia dos movimentos vibracionais dos grupos funcionais



68

presentes (LUCARINI et al., 2019). Resultados semelhantes foram apresentados por
Kiefer et al. (2019) ao pesquisarem a adulteracdo de 6leo de maracuja por FTIR e

também por Lucarini et al.(2019).

Figura 6 - Espectros de infravermelho obtidos para o cloridrato de quitosana (CQ __ ), goma arabica
(GA __ ), nanoparticulas brancas de quitosana-goma arabica (NP ), 6leo da semente do
maracuja (OSM ) e nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma arabica contendo o 6leo da
semente do maracuja (NPOSM ).
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Fonte: A autora (2021).

O espectro das nanoparticulas contendo o 6leo de semente de maracuja (NP-
OSM) apresenta bandas semelhantes as apresentadas pelas nanoparticulas
brancas. No entanto, nota-se que o pico de vibracdo em 1741 cm bastante evidente
no OSM e caracteristico dos acidos carboxilicos de ésteres metilicos (acido linoleico
e oleico, compostos majoritarios no OSM), esta presente no FTIR das NP-OSM em
intensidade reduzida evidenciando o sucesso da incorporacdo do 6leo nas
nanoparticulas formadas. A partir dessa informagcédo pode-se inferir que o Oleo esti
interagindo fisicamente com a quitosana, mas a auséncia de novos picos nesse
espectro ilustra que nenhuma nova ligacdo quimica entre os grupos funcionais do

Oleo e os materiais de parede se formou. De acordo com Garcia et al. (2021) o fato
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de ndo surgir novos picos no espectro de Oleos essenciais incorporados a
microparticulas de quitosana demonstram que esses compostos e 0 biopolimero
estao fisicamente interligados, mas ndo ha nenhuma ligacdo quimica de natureza
covalente, ligacdo de hidrogénio, forcas hidrofébicas ou interacdes eletrostéticas.
Hasani et al.(2018) também encontraram resultados semelhantes em microcapsulas

de quitosana e amido carregadas com 6leo essencial de limao.

6.4.3 Propriedades térmicas

A figura 7 apresenta os termogramas (TG, DTG, DSC) dos materiais de
parede (CQ e GA), do 6leo de semente de maracuja (OSM) e das nanoparticulas de
cloridrato de quitosana-goma arabica sem (NP) e com o 6leo encapsulado(NP-
OSM).

A andlise de TGA (Figura 7a) quantifica o percentual de variacdo da massa de
uma amostra em funcdo da elevacdo da temperatura e fornece informacdes
importantes acerca de sua estabilidade térmica, composicdo e etapas de
decomposicdo durante o processamento (GRANATO; NUNES, 2016; TENGKU-
ROZAINA; BIRCH, 2018). O DTG (Figura 7b) corresponde a primeira derivada da
curva de TGA e permite identificar as temperaturas em que ocorrem as perdas
maximas de massa, denominadas temperaturas de degradacdo (Td) (GRANATO;
NUNES, 2016; TENGKU-ROZAINA; BIRCH, 2018). A curva de TGA geralmente
apresenta trés estagios térmicos importantes referentes a desidratacdo da amostra,
decomposicdo do polimero e do carbono residual (GRANATO; NUNES, 2016;
TENGKU-ROZAINA; BIRCH, 2018) .

O primeiro evento esta relacionado a liberacdo da agua de hidratacdo que
estd adsorvida ou fracamente ligada aos polimeros e ocorreu numa faixa de
temperatura abaixo de 190 °C para o cloridrato de quitosana e 237 °C para goma
arabica (SALAMA; ABDEL AZIZ; SABAA, 2018). Convém ressaltar que a perda de
agua foi cerca de 20% para o cloridrato de quitosana e 10% para a goma arabica.
Diferente do nosso resultado, Fortunati et. (2017) encontraram perda de agua de
aproximadamente 10% para o cloridrato de quitosana nesse primeiro estagio de
degradacgéo. Vuillemin et al. (2020) identificaram valor semelhante ao do nosso

estudo ao avaliar o comportamento térmico da goma arabica nessa mesma fase.
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Figura 7 - Termogramas TGA(a), DTG(b) e DSC(c) obtidos para o cloridrato de quitosana (CQ__ ),
goma arabica (GA __ ), 6leo da semente do maracuja (OSM ), nanoparticulas brancas de
cloridrato de quitosana-goma ardbica (NP ) e nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma
arabica contendo o 6leo da semente do maracuja (NP-OSM __ ).
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Fonte: A autora (2021).

No segundo e mais importante estagio de perda de massa, as temperaturas
de degradacdo do CQ e da GA foram de 201 °C e 308 °C respectivamente,
representando uma reducéo percentual de massa em aproximadamente 45% para
CQ (despolimerizacéo e degradacao das unidades CH-D-glucosamina e N-acetil-D-
glucosamina) e 35% GA (desidratacdo, decomposi¢cédo e despolimerizacdo do anel
carboidrato) (TAVARES; NORENA, 2020). O (ltimo estagio térmico que ocorreu a
partir de 290°C (CQ) e 340 °C(GA) é atribuido a degradacéo dos carbonos residuais
presentes na estrutura dos materiais de parede (GARCIA et al., 2021). Semelhante

ao nosso estudo Tavares et al. (2019) e Ramakrishnan et al. (2021) evidenciaram
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temperaturas iniciais de degradacéo dos carbonos residuais similares aos nossos
achados.

As nanoparticulas brancas (NP) também apresentaram os trés eventos
térmicos caracteristicos, no entanto, percebe-se que as temperaturas de degradacao
dos materiais de parede sofreram aumento quando comparadas as temperaturas
dos polimeros isoladamente indicando maior estabilidade térmica (CQ de 201 °C
para 231 °C, GA de 308 °C para 392 °C) (HOSSEINI et al.,, 2013;GARCIA et al.,
2021).

O OSM apresenta apenas uma faixa de perda de massa com temperatura de
degradacdo em 400 °C. Esse Unico evento corresponde a quase 100% da
degradacédo do 6leo. O OSM analisado no estudo conduzido por Andrade et al.
(2015), assim como 0 nosso, apresentou uma Unica etapa de decomposi¢cdo com
degradacdo completa a 480°C e sem a presenca de residuos ao final do
experimento.

As NP-OSM mostraram uma nova faixa de perda de massa em 720°C
atribuida ao aumento da temperatura de degradacdo do OSM. Esse deslocamento
da faixa de degradagdo do 6leo representa um acréscimo em sua estabilidade
térmica e em decorréncia desse resultado, acredita-se que a matriz polimérica
formada pela coacervacdo complexa entre o CQ e a GA protejam o Oleo,
aumentando sua estabilidade em relacdo ao mesmo em seu estado livre (TIAN; LIU,
2020). Nossos resultados corroboram com o Hadidi et al. (2020) que observaram
gue a temperatura de degradacao de microparticulas de quitosana e 6leo essencial
de cravo eram superiores as das microparticulas sozinhas como também com os
relatados por Shetta et al. (2019) que também observaram esse comportamento em
nanoparticulas de quitosana carregadas com 6leos essenciais.

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) é um método de andlise térmica
gue avalia mudancas fisicas ou quimicas (alteracdo na estrutura cristalina, ponto de
fusdo e ebulicho) em uma amostra em decorréncia da alteracdo temperatura
(HADIDI et al.,2020). As transicdes de fase, desidratacao e reducédo de materiais sao
caracterizados no termograma com um pico para baixo demonstrando efeitos
endotérmicos. Ja a cristalizacdo, oxidagdo e algumas reacfes de decomposi¢cdo sao
observados com picos para cima 0 que evidencia os efeitos exotérmicos (RUTZ et
al., 2017).
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De acordo com o apresentado pela figura 7c os termogramas dos materiais
de parede (CQ e GA) apresentaram picos endotérmicos (entre 130 °C e 200 °C )
caracteristicos da evaporacao da agua de hidratacdo dos polimeros , cuja perda no
cloridrato de quitosana, pode estar associada a presenca de ligacdes de hidrogénio
com os grupos hidroxila (SIMOES:; TAKEDA, 2017; HASANI; OJAGH; GHORBANI,
2018; OLIVEIRA et al., 2018). Picos exotérmicos caracteristicos da decomposi¢cao
do cloridrato de quitosana e da goma arabica foram visualizados na faixa de
temperatura compreendida entre 195 °C e 307 °C, respectivamente. e praticamente
coincidem com os dados obtidos nas analises de TGA e DTG. Nossos resultados
corroboram com os perfis de decomposicao para CQ e GA relatados por Ge et al.
(2018) e You et al. (2018).

A analise de DSC para o OSM mostra que reacfes de decomposicao
ocorreram por volta de 200 °C evidenciado por um pico exotérmico curto e largo
atribuido a decomposicdo de compostos insaturados. Diferente dos nossos
resultados, os picos exotérmicos encontrados por Andrade et al. (2015) em seu
experimento ocorreram por volta de 350 °C.

O termograma das nanoparticulas sem o OSM apresentou picos
endotérmicos até cerca de 180 °C referente a evaporacdo da agua de hidratacédo. No
entanto, ndo se evidenciou 0s picos exotérmicos caracteristicos do cloridrato de
guitosana e da goma arabica o que demonstra a interacdo eletrostatica entre os
polimeros e a formacgéo das nanoparticulas (OLIVEIRA et al., 2018). Em relacdo NP-
OSM observam-se 0s mesmos picos endotérmicos até 180 °C caracteristicos da
saida da agua de hidratacdo. De acordo com Hasani et al. (2018) os picos
endotérmicos gerados em temperaturas inferiores a 100 °C s&do associados a a
evaporacdo de agua livre e para a faixa 150-200 °C correspondem a liberacdo de
agua de hidratagéo .

Observamos que os picos individuais caracteristicos dos biopolimeros e do
OSM néo foram evidenciados no termograma das NP-OSM e de acordo com Hadidi
et al. (2020) e Shaddel et al. (2018) o desaparecimento ou deslocamento desses
eventos evidencia a incorporagcédo do composto encapsulado. Dessa forma, podemos
inferir que o 6leo de semente de maracuja foi incorporado a matriz polimérica e
protegido de degradacgdo até a temperatura maxima de andlise que foi de 400 °C.

Hasani et al, (2018) evidenciaram em seus estudos pequenos picos

exotérmicos em temperaturas mais altas que as de degradacdo dos Oleos essenciais
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do seu experimento e eles associaram esse fendmeno a oxidacéo do éleo superficial
aderidos a superficie de nanocapsulas de quitosana formadas. Em nosso estudo, a
temperatura de deterioracdo do OSM foi em cerca de 200 °C e no termograma das
NP-OSM nenhum pico exotérmico foi verificado ap6s essa temperatura 0 que nos
leva mais uma vez a acreditar que todo o Oleo de semente de maracuja foi
encapsulado. Nossos achados corroboram com as afirmacfes de Bastos et al.
(2020), Gharanjig et al. (2020) e Eghbal et al. (2018) que relatam a alta eficiéncia de
encapsulacdo de compostos bioativos em matrizes poliméricas gerados pela
metodologia de coacervacao complexa.

6.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

6.5.1 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

Os resultados da concentracao inibitéria minima (CIM) das substancias testes

frente aos fungos Colletotrichum siamense e Aspergillus niger encontram-se

relacionados na tabela 6 .

Tabela 6 - Concentragao inibitéria minima (CIM) (mgmL™1)

Substancia Teste C.siamense A. niger
[OSM] 4,50 4,50
INP] 2,00 1,5
[NP-OSM-0,5] 0,75 15

[OSM]: concentracao do 6leo da semente do maracujé;

[NP]: concentracédo das nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma arabica.
[NP-OSM]:concentragdo do OSM incorporado as nanoparticulas

Fonte: A autora (2021).

Em relacdo ao OSM, tanto o Colletotrichum siamense quanto o Aspergillus
niger apresentaram CIM semelhante (4,5 mg mLt). Convém ressaltar que trabalhos
gue relatem a acao antifungica do OSM utilizando a técnica de microdiluicdo ndo
foram evidenciados na literatura. No entanto, o trabalho de Saravanan et al. (2013)
avaliou, por meio da técnica de difusdo em disco, a acdo antifungica de uma
emulsdo de 6leo de semente de maracuja (Passiflora subpeltata) com concentracéo
de 10 mg mL! contra A. niger e o resultado demonstrou uma zona de inibicdo de
15,21 mm cuja eficacia assemelhou-se ao do medicamento antifingico padrao
Fluconazol (zona de inibicdo 16,50 mm) que foi utilizado como controle no

experimento.
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A atividade antimicrobiana do OSM estad associada a presenca de &cidos
graxos como o oleico e linoleico, seus principais constituintes. Acredita-se que
afinidade lipofilica entre esses acidos e a bicamada lipidica da membrana fungica
facilte a penetragcdo dos mesmos levando a ruptura, extravasamento de
componentes importantes do citosol e por fim a morte celular (DIANEZ et al., 2018;
PEREIRA et al., 2019). Além disso, segundo Purohit et al. (2021) e Saravanan et al.
(2013), a acdo antimicrobiana desse 0leo esta relacionada a presenca de compostos
antioxidantes e flavondéides presentes em sua composi¢ao.

As nanoparticulas brancas, por sua vez, apresentaram CIM 56% e 67%
menores para o C.siamense (2 mg mL™?) e A.niger (1,5 mg mL™), respectivamente,
guando comparadas a inibicdo gerada pelo OSM. A concentracdo de inibicdo para o
A. niger encontrada em nossa pesquisa foi menor que as relatadas nos trabalhos de
alguns autores como Hasheminejad et al. (2019) que expuseram esse mMesmo
fungos as nanoparticulas de quitosana-TPP (3mg mL™) obtendo 80% de inibicdo do
crescimento radial micelial e o de Melo et al. (2020a) para nanoparticulas de
guitosana fungica e TPP com uma CIM de 2,5 mg mL™.

Além disso, Melo et al. (2020a) compararam o valor da CIM entre o gel de
guitosana e nanoparticulas relatando que a forma nanoestruturada potencializou a
inibicdo dos fungos fitopatogénicos B. cinerea, R. stolonifer e A. niger. Eles
associaram essa ac¢ao antifungica adicional das nanoparticulas a sua maior area de
superficie que favorece a adsor¢cdo na membrana das células fungicas, rompendo-
as, levando ao vazamento de conteudo citoplasmético e a consequente morte
celular.

A acdo antimicrobiana da quitosana e seus derivados ja € bem documentada,
mas o mecanismo de acdo que leva a morte celular ainda ndo estd totalmente
esclarecido na literatura. Relata-se que a atracéo eletrostética entre 0s grupos amino
da quitosana (positivos) e compostos negativos presentes na membrana celular
microbiana gera aumento na permeabilidade da mesma interferindo no metabolismo
e consequente morte celular. Outro mecanismo proposto refere-se ao potencial da
qguitosana em inibir a sintese de RNAmM e proteinas ao penetrar no conteddo
citoplasmatico e nudcleos microbianos. Além disso, infere-se que devido a acado
guelante da quitosana a mesma liga-se a oligoelementos essenciais ao crescimento
celular inibindo a producéo de toxinas e o crescimento microbiano (ALGHUTHAYMI
et al., 2020; OLIVEIRA; OLIVEIRA JUNIOR, 2020; WANG; XUE; MAO, 2020).
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Observando a tabela 6 percebe-se que apds a incorporacdo do OSM as
nanoparticulas (NP-OSM-0,5), a CIM reduziu consideravelmente para ambos os
fungos, sendo mais pronunciada para o C. siamenses (0,75 mg mL™). Esse
incremento na atividade antifungica do 6leo nanoparticulado, em comparacdo ao
composto livre, pode estar relacionado a sua liberagéo lenta e controlada associada
a protecdo dos compostos bioativos antifingicos  promovida pelo
nanoencapsulamento do OSM (HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019;
DELSHADI et al., 2020). Além disso, uma outra razao para o aumento da eficiéncia
antifingica pode estar associada ao aumento da area de superficie gerada pela
pequena dimensdo das nanoparticulas que permite uma maior interacdo entre o
cloridrato de quitosana, os componentes ativos encapsulados do 6leo e a membrana
celular dos fungos (YILMAZ et al., 2019).

Hasheminejad et al. (2019) verificaram que a capacidade antifungica do 6leo
essencial de cravo encapsulado em nanoparticulas de quitosana foi superior a sua
acao livre contra o A.niger e relataram que esse desempenho poderia ter sido
gerado pela liberacdo controlada dos compostos volateis do 6leo preservados no
invélucro formado pela reticulacdo entre a quitosana e o TPP. Yilmaz et al. (2019)
também associaram o nanoencapsulamento do composto ativo a sua maior
capacidade antifingica ao observarem reducao nos valores de crescimento micelial
de Alternaria alternata contra o 0leo essencial de Origanum vulgare.

Observando a tabela 6 percebe-se que a CIM das NP-OSM perante o A. niger
foi o dobro da encontrada para o C. siamense e isso pode estar relacionado as
caracteristicas intrinsecas desse fungo. Segundo Melo et al.(2020a), que também
encontraram em sua pesquisa o valor da CIM superior para o A. niger quando
compararam a acao de solucdes a base de quitosana contra fungos fitopagénicos do
morango, fungos como A. niger, que possuem a quitosana como componente em
sua parede celular, apresentam maior resisténcia a acdo antifiungica desse polimero.
Essa proposicao pode explicar a maior resisténcia do A. niger a acdo da substancia
teste NP-OSM-0,5 em relacdo ao C. siamense.

Diante dos resultados acima citados infere-se que o uso da associacao entre
nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma arabica e 6leo de semente de
maracuja pode aumentar o espectro antifingico desses compostos o0 que torna essa
associacdo uma interessante alternativa de preservacdo pos-colheita para

morangos.
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6.5.2 Efeito das substancias teste sobre a morfologia fungica

O efeito do OSM, das nanoparticulas com e sem OSM sobre a morfologia do

A. niger e C. siamenses, podem ser observadas nas figuras 8 e 9 respectivamente.

Figura 8 - Microscopia eletronica de varredura de Aspergillus. niger. Micélio controle (a), apés
exposi¢do ao Oleo da semente de maracuja (OSM) (b); a nanoparticulas brancas de cloridrato de
quitosana-goma arabica (NP) (c) e a nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma arébica
contendo o 6leo da semente do maracuja (NP-OSM) (d). As siglas indicam: superficie achatada (ach),

retorcido (ret), vazio (vaz).
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Fonte: A autora (2021).

Com relacdo ao A. niger observa-se que a amostra controle (8a) apresenta
micélios com hifas alongadas, homogéneas com didmetros regulares, superficie
externa lisa e conidiéforos de aparéncia normal com grande quantidade de conidios
com cabeca globosa inerente a esse fungo (ERAZO; MOSQUERA; RODRIGUEZ-
PAEZ, 2019). Por outro lado, na figura 8b, a qual demonstra a acdo do OSM em

concentracédo sub-inibitéria equivalente a 67% (3,0 mgl mL?) da concentracéo CIM
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(4,5 mg mLY), ndo se observa alteracdes morfoldgicas das hifas. Ja as figuras 8c e
8d relativas a acdo das nanoparticulas sem o 6leo com concentracado referente a
67% (1,0 mg mLt) da CIM (1,5 mg mL?) e com o 6leo nanoencapsulado 75% (1,12
mg mL?Y) da CIM (1,5 mg mL%), respectivamente, apresentaram alteracées
morfolégicas pronunciadas no micélio fungico, como hifas com superficie achatadas,
retorcidas e vazias.

Esses resultados encontrados devem-se, provavelmente, a capacidade da
guitosana e de sua forma nanoparticulada em inibir o crescimento fungico e induzir
alteragOes estruturais na morfologia de fungos em decorréncia da estimulacdo da
acao das quitinases que agem hidrolisando a quitina que € um componente comum
a parede celular de fungos como o A. niger (HAJJI et al., 2018;BERGER et al., 2020;
MELO et al., 2020b). Sabe-se também que o tamanho em dimensdo nanométrica e
a carga superficial das nanoparticulas, podem favorecer a entrada na célula fungica
por meio de canais ibnicos ou carreadores de proteinas (HAJJI et al., 2018; MELO et
al., 2020b).

Além disso, o aumento da permeabilidade da parede celular fungica devido a
atracdo eletrostatica entre a quitosana e componentes presentes na parede celular
do microrganismo, a inibicdo da sintese de RNAm em decorréncia da entrada da
guitosana no nucleo fungico e a sua acao quelante podem explicar acdo desse
polimero e derivados perante a morfologia e desenvolvimento de fungos
(ALGHUTHAYMI et al., 2020; OLIVEIRA; OLIVEIRA JUNIOR, 2020; WANG; XUE;
MAO, 2020). J& a acdo do OSM pode ser atribuida a presenca de &cidos graxos
insaturados além de compostos antioxidantes e flavondides presentes em sua
composicdo (PEREIRA et al., 2019; PUROHIT et al., 2021)

E interessante notar que o micélio fungico exposto as nanoparticulas
carregadas com o 6leo de semente de maracuja (Figura 8d) também demonstrou as
mesmas caracteristicas presentes na amostra NP, no entanto, os danos estruturais
foram bem mais pronunciados, apresentando hifas ainda mais retorcidas,
irregulares, algumas totalmente vazias e sem conidios e conidiéforos. Algumas hifas,
inclusive, apresentam-se totalmente colapsadas sem a presenca da parede celular.

Apesar do oleo livre ndo gerar modificagdo estrutural no micélio fangico, sua
nanoencapsulacdo pode ter proporcionado uma maior interacdo entre seus
compostos antifungicos e a parede celular do A. niger. Ao correlacionarmos as

alteracdes estruturais observadas no micélio do A. niger com as CIM das
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substancias teste (Tabela 6) percebe-se que a CIM das nanoparticulas contendo o
oleo nanoencapsulado foi menor (1/3 da CIM do 6leo livre) o que ajuda explicar as
modificacbes mais acentuadas (Figura 8d) observadas nas hifas crescidas na
presenca das nanoparticulas contendo o OSM. O fato do Oleo estar
nanoencapsulado gera liberacdo lenta e controlada dos compostos bioativos
antifingicos presentes em sua composicdo e aumenta a interacdo desses ativos
com a parede celular do fungo (HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019;
DELSHADI et al.,, 2020). Portanto, pode-se dizer que a incorporacdo do OSM as
nanoparticulas pode ter favorecido a intensificacdo dos danos estruturais no micélio
fungico.

O resultado dos ensaios relacionados ao C. siamense estdo apresentados
nas figuras 9a-9d e identifica-se alteracbes morfolégicas em todas as amostras em
gue foram aplicadas as substancias testes em concentracfes sub-inibitérias. Os
micélios presentes na amostra controle (Figura 9a) apresentaram hifas tubulares
bem homogéneas com diametros regulares, superficie externa lisa e apices
arredondados.

J& as hifas expostas a acao antifiingica do OSM (Figura 9b) em concentracdo
50% inferior a da sua CIM (4,5 mg mL?), apresentaram-se com aspecto
discretamente retorcido, rugosidades superficiais, escamacdes e alguns pontos de
inchago. Essas alteragbes foram semelhantes as observadas em estudos realizados
por Oliveira et al. (2019a) com Colletrotrichum acutataum exposto ao 6leo essencial
de Lippia sidoides (de 250 ul L'') onde foram observadas alteracdes estruturais nas
hifas, além de destruicéo e rugosidades.

De acordo com Oliveira et al. (2019a), as modificacdes causadas por esse
6leo podem ser associadas ao ataque a parede celular do fungo, a perda da sua
capacidade de infec¢do e colonizacdo, levando a falha em processos fisiologicos
essenciais, influenciando na morfogénese e no crescimento flngico. Kalagatur et al.
(2018) também observaram esse tipo de alteragcdo morfoldgica ao avaliar o efeito do
O0leo essencial de Cymbopogon martini na estrutura de conidios de Fusarium
graminearum. Sabe-se que diferentes fungos podem n&o apresentar a mesma
sensibilidade a um composto devido as suas caracteristicas intrinsecas e isso pode
explicar a acdo antifingica do OSM perante o C. siamenses ao contrario do que
aconteceu com A. niger, mesmo diante a uma CIM superior a do C. siamense ( A.

niger: 3,0 mg mL?; C. siamense: 2,25 mg mL).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/morphogenesis
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As hifas expostas a agdo das nanoparticulas brancas de cloridrato de
guitosana-goma arabica (Figura 9c) mostraram-se com distorcOes, diametros
variados, pontos de intumescimento ao longo da superficie e alguns trechos
murchos com escamacdes. Essas modificagdes morfoldégicas demonstram que a
atividade antifungica dessas nanoparticulas de quitosana pode estar associada a
interacdo eletrostatica entre as suas cargas positivas superficiais com os principais
grupos negativos dos fosfolipidios presentes na membrana celular fungica. Essa
interligagéo altera a permeabilidade da membrana levando ao extravasamento de
conteudo intracelular, resultando na morte do microrganismo (PALMA-GUERRERO
et al., 2010; VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017).

Alteracbes estruturais semelhantes foram identificadas no trabalho de
Nascimento et al. (2020) ao expor hifas de C. gloesporioides a acdo de quitosana
em &cido citrico (2,5 mg mLt). Galvez-Iriqui et al. (2019) explicam que a quitosana
pode quelar nutrientes essenciais para 0 crescimento celular, interagir com
componentes da membrana fungica e causar alteracdes de permeabilidade que
podem facilitar a entrada de liquidos extracelulares para o citoplasma gerando turgor
e inchago que levam a lise celular e consequente morte.

O efeito da exposicdo do micélio de C. siamense as nanoparticulas de
cloridrato de quitosana carregadas com o OSM pode ser visto na figura 9d . A
imagem apresenta alteracOes estruturais mais pronunciadas na superficie das hifas,
como murchamento, superficies achatadas, rugosas, colapsadas e presenca maior
de pontos intumescimento. Em geral, observa-se que o micélio sofreu efeitos mais
drasticos a acdo dessa substancia que podem ter sido induzidos pela presenca do
OSM nanoparticulado. Esse dano morfolégico acentuado visualizado nos micélios do
C. siamense expostos as nanoparticulas com o OSM nanoencapsulado ja era
esperado uma vez que comparando a CIM (Tabela 6) desse composto com a CIM
do oOleo livre percebe-se que a concentracdo necessaria do OSM para inibir o
crescimento do C. Siamense foi seis vezes maior.

De acordo com Pereira et al.(2019) a acdo antimicrobiana desse 0Oleo esta
associada a presenca de acidos graxos insaturados de cadeia longa como o oleico
e linoleico (seus principais constituintes) e a combinacdo do mesmo com as
nanoparticulas de cloridrato de quitosana aperfeicoaram essa acao se compararmos
com o aspecto morfologico das hifas expostas apenas as nanoparticulas sem o

OSM. Correa-Pacheco et al. (2017) relataram que a combinacdo de nanoparticulas
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de quitosana e Oleo essencial de tomilho foi capaz de inibir o crescimento de
micélios e a germinacéo de esporos de C. gloeosporioides . Além disso é sabido que
0 processo de nanoencapsulacdo favorece uma liberacdo lenta e controlada dos

ativos do 6leo o que pode aperfeicoar a sua agao antifungica.

Figura 9 - Microscopia eletronica de varredura de Colletotrichum siamense. Micélio controle (a), apés
exposi¢do ao Oleo da semente de maracuja (OSM) (b), a nanoparticulas brancas de cloridrato de
quitosana-goma arabica (NP) (c) e a nanoparticulas de cloridrato de quitosana-goma arébica
contendo o 6leo da semente do maracuja (NP-OSM) (d). As siglas indicam: superficie achatada (ach),

retorcido (ret), vazio (vaz), intumescimento (int), escamacéo(esc), colapso (col).

18nm BBB88

Fonte: A autora (2021).
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6.5.3 Atividade antifungica in vivo: bioatividade de cobertura comestivel sobre

o crescimento fangico em morangos (Fragaria x ananassa Duch.)

Os resultados observados para o percentual de infecgdo do A. niger em
morangos revestidos e nao revestidos com a cobertura NP-OSM-0,5 mantidos por 6
e 12 dias sob temperatura ambiente (26°C) e refrigeracdo (8°C), respectivamente,
estdo apresentados na tabela 7. Convém ressaltar que a concentracdo da cobertura
elaborada com a NP-OSM-0,5 foi igual a da CIM apresentada para o A. niger e que
o gel de glicerol foi utilizado apenas como agente plastificante para elaboragéo da
cobertura comestivel e meio de dispersédo das nanoparticulas.

Em ambas as temperaturas de armazenamento a cobertura elaborada com as
nanoparticulas apresentou o menor percentual de inibicdo e esse resultado
corrobora com os achados de Melo et al. (2020b) que avaliaram o efeito de
revestimentos comestiveis a base de gel de quitosana e nanoparticulas de quitosana
em morangos infectados por trés tipos de fungos fitopatogénicos.

A figura 10 apresenta a aparéncia dos morangos com e sem cobertura
previamente infectados e nota-se uma infeccdo mais intensa (mofo escuro) nos
frutos dos grupos controle e glicerol armazenados a temperatura ambiente que
naqueles mantidos sob refrigeracdo. O Aspergillus niger ao infectar um fruto,
primeiramente gera o amolecimento do local contaminado e em seguida desenvolve
o crescimento de um mofo escuro que corresponde a estrutura de frutificacdo do
fungo (JAHANI; PIRA; AMINIFARD, 2020).

Tabela 7- Percentual de frutas armazenadas a temperatura ambiente (26 °C) e refrigeracédo (8 °C)
infectadas artificialmente com Aspergillus. niger expostas a nanoparticulas de cloridrato de quitosana

e 0leo de semente de maracuja

Percentual de fruta infectada (%)

Amostra Temperatura Ambiente Temperatura de Refrigeracéao
Controle 100,00+0,00 100,00+0,00
Glicerol 100,00+0,00 90,00+14,00
NP-OSM-0,5 89,00+18,21 40,00+£22,00

NP-OSM-0,5: cobertura elaborada com a formulacdo NP-OSM-0,5
Fonte: A autora (2021).



82

Ainda em relagéo a figura 10 percebe-se que o morango do grupo NP-OSM-
0,5 conservado a temperatura ambiente, mesmo infectado ndo apresentou até o
sexto dia de armazenamento o0s conidios escuros que sdo responsaveis pela
reproducéo assexuada do Aspergillus niger. Isso indica que o revestimento aplicado
foi capaz de retardar o desenvolvimento fisiologico desse fungo por completo. Qin et
al. (2020) e Ferreira et al. (2020) relataram que a atividade antifingica da quitosana
€ atribuida a sua capacidade fungistatica em vez de fungicida, uma vez que ela pode
se difundir dentro das hifas, interferindo na atividade da enzima responséavel pelo
crescimento do microrganismo. Em relacdo a essa agdo antifungica , Pinzon et
al.(2020) e Hajji et al. (2018) relataram que revestimentos elaborados com a
guitosana retardam o desenvolvimento de fungos devido a inducdo de quitinases
gue hidrolisam a quitina, um dos componentes de sua parede celular, evitando o
desenvolvimento desses microrganismos.

Em relacdo as amostras conservadas sob temperatura de refrigeracéo,
percebe-se um menor grau de infeccdo nos morangos que receberam o0s
revestimentos a base de nanoparticulas e OSM. Ademais, os frutos em sua maioria,
estavam brilhantes, integros e sem consideraveis alteracées visuais. Esses
resultados sugerem que além da acdo antifingica, as coberturas comestiveis
também formaram uma barreira semipermeavel que reduziu as trocas gasosas,
perda da umidade e o consequente processo de maturacdo do fruto. Além disso, a
baixa temperatura contribuiu com a desaceleracdo da senescéncia do morango além
de diminuir o potencial de infeccdo do fungo. Segundo Martinez et al. (2018) esse €
o resultado previsivel, uma vez que uma das funcdes de revestimentos aplicados em
frutos € formar uma barreira entre 0 vegetal e 0 ambiente externo retardando o
crescimento microbiano. Ja Melo et al. (2020b) relataram que o armazenamento
refrigerado reduz os processos fisiologicos de frutas e gera a reducdo da
patogenicidade de fungos contaminantes.

A literatura também relata em diferentes estudos, que revestimentos a base
de quitosana e Oleos essenciais podem reduzir a permeabilidade de gases na
superficie dos frutos além de adicionar ao revestimento ingredientes antioxidantes
ou agentes antimicrobianos que retardam o crescimento dos fungos, indicando a
existéncia de uma acdo sinérgica entre a quitosana e o O6leo essencial
(HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019; GARCIA et al., 2021). Além disso,

a estrutura nanoparticulada do filme confere uma maior interagdo entre 0s
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componentes bioativos encapsulados e a membrana dos microrganismo fornecendo
também uma barreira extra contra a permeacao de gases, a desaceleracdo da taxa
de respiracdo, com a consequente modulacédo da deterioracao dos frutos (YILMAZ et
al., 2019).

Figura 10 - Aparéncia dos morangos com e sem coberturas apés 6 e 12 dias de armazenamento em
temperatura ambiente (26 °C) e refrigeracao (8 °C), respectivamente.

| TEMPERATURA AMBIENTE |

[ controLE | [ euceroL | [ nNano |

| TEMPERATURA DE REFRIGERACAO |

[ controLe | | euceroL | [ NaNO

Fonte: A autora (2021).

Diante dos nossos resultados podermos inferir que a incorporacdo de
compostos bioativos como o OSM em revestimentos nanoparticulados a base de
cloridrato de quitosana pode ser uma alternativa para o prolongamento pos-colheita
de frutos e pseudofrutos altamente pereciveis e com alta atividade fisiolégica como o

morango.

6.6 AVALIACAO DO EFEITO DAS COBERTURAS TESTE E CONTROLE SOBRE OS
PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DOS MORANGOS ARMAZENADOS A
TEMPERATURA AMBIENTE E REFRIGERACAO.

6.6.1 Efeito das coberturas teste e controle nos parametros de umidade,

solidos soluveis , pH e acidez titulavel dos morangos

A aplicacdo de coberturas comestiveis pode propiciar 0 aumento da vida Util

de vegetais que apresentam elevada taxa de respiracdo e deterioracdo pds-colheita
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CoOmo 0 morango, uma vez que o revestimento pode evitar a perda de agua da fruta
e proteger a superficie contra danos fisicos causados pelo contato (KWAK et al.,
2021; MOUSAVI; RAHMATI-JONEIDABAD; NOSHAD, 2021). Uma das formas de
verificar a eficiéncia desses revestimentos é a avaliacdo de parametros fisico-
guimicos que verifiqguem as mudancgas que caracterizem o processo de senescéncia,
aspectos de qualidade e nutricionais exigidos pelo consumidor (KTENIOUDAKI;
O’'DONNELL; DO NASCIMENTO NUNES, 2019; ALGHUTHAYMI et al., 2020;
FRIEDRICH et al., 2020; HASSAN et al., 2020).

Dessa forma, as mudancas observadas nos parametros fisico-quimicos dos
morangos com e sem cobertura de nanoparticulas de cloridrato de quitosana e 6leo
de semente de maracuja armazenadas em temperatura ambiente e refrigeracao

estdo descritas nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8-Valores médios dos parametros fisico-quimicos dos morangos nao recobertos e recobertos
com as nanoparticulas de cloridrato de quitosana éleo de semente de maracuja analisados por 6 dias
a 26°C

Tratamentos Dias de armazenamento

0 3 6

Umidade (%)

Controle 94.50(+0.18)A2 93.06(+0.05)A8Bb 90,14(+2.20)82
Glicerol 93.70(+0.73)Ae 93.71(+0.27)Aa 93.22(+0.53)Aa
Nano 92.95(+0.04)Ab 92.69(+0.28)A8Bb 92.21(+0.19)82
pH

Controle 3.38(+0.02)Ab 3.32(£0.02)Aa 3.09(+0.07)8BPb
Glicerol 3.46(x0.01)A 3.33(x0.01)B2 3.03(+0.01)cP
Nano 3.38(+0.03)A0 3.35(+0.00)Aa 3.37(x0.00)A2
Soélidos Sollveis (%)

Controle 7.07(x0.12)82 7.13(0,12)B2 7,42(+0.08)A2
Glicerol 7.18(+0.03)Aa 7.40(0.20)Aa 7.50(0.26)A2
Nano 6,93(+0.31)A2 7.19(+0.02)Aa 6.87(+0.12)Ab

Acidez Titulavel (%acido citrico)

Controle
Glicerol
Nano

1.13(+0.03)"a
0.87(+0.01)A°
0.87(+0.03)8b

0.93(+0,00)Ba
0.84(0.03)
0.84(+0.03)Eb

0.89(x0.07)Ba
0.88(0.02)Aa
0.98(+0.04)Aa

Indice de Maturacéo

Controle 6.25(x0.26)Bb 7,66(0.14)A 8.37(x0.75)Aa
Glicerol 8.27(0.11)Aa 8.80(+0.54)Aa 8.56(+0.28)Aa
Nano 7.96(+0.34)Aa 8.57(+0.28)a 6.98(+0.18)Bb

&b etras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05) conforme teste de

Tukey.

ACLetras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p<0,05) conforme teste de

Tukey.

Nano: Cobertura elaborada com a formulacdo NP-OSM-0,5.

Fonte: A autora (2021)
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Avaliando o resultado do teor de umidade das amostras dos grupos controle,
percebe-se que ha variacdo do percentual desse parametro em ambas as
temperaturas de armazenamento demonstrando que ha diferencas significativas
(p<0,05) quando observa-se os valores do primeiro e do Ultimo dia de
armazenamento. Esse comportamento também foi observado nos morangos
recobertos com a substancia teste conservados a 26 °C. Diferentemente desses
frutos, os conservados sob refrigeracdo e expostos as nanoparticulas de cloridrato
de quitosana e Oleo de semente de maracuja ndo apresentaram diferenca
significativa no valor da umidade quando observado o dia 0 e 12 do experimento.

Como relatado anteriormente, os frutos revestidos e acondicionados a 8 °C
apresentaram menor perda de umidade o que pode ser explicado pela barreira
semipermeavel formada pelo cloridrato de quitosana e o 6leo de semente de
maracujd que pode ter reduzido o processo de migracdo da agua para 0 meio
ambiente (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2020; PINZON et al, 2020). A
incorporacao do 6leo as nanoparticulas certamente potencializou a eficiéncia dessa
barreira devido a sua natureza hidrofobica e sua distribuicdo uniforme em tamanho
nanométrico. De acordo com Melo et al. (2020a) a pequena dimenséao das particulas
formadas gera um efeito duplo de bloqueio uma vez que além da barreira formada
pelo filme de quitosana havera também a obstrucdo dos poros que existem nas
frutas pelas nanoparticulas. Resultados semelhantes foram encontrados por Chu et
al. (2020) que recobriram morangos com uma nanoemulsdo de pululano e 6leo
essencial de canela e por Mendonga et al. (2020) que aplicaram microemulsdes de
Oleo de citronela e abacate em morangos minimamente processados.

O ambiente em que os frutos foram armazenados nesse experimento
demonstra ser um parametro que influencia no teor de umidade dos morangos, uma
vez que temperaturas de refrigeracdo reduzem as alteragdes quimicas e
enzimaticas, mantendo a qualidade e a conservacdo das frutas (POTT et al., 2020;
SILVA et al., 2020). Comparando as perdas do grupo controle, as amostras
mantidas a temperatura ambiente demonstraram uma perda percentual bem maior
gue as avaliadas a 8 °C (4,62% e 0,54%, respectivamente) e aquelas recobertas
com as nanoparticulas armazenadas a 26 °C apresentaram uma pequena, mas
significativa (p<0,05) perda percentual (0,80%) de umidade, comportamento que néo
se repetiu com os frutos do mesmo grupo mantidos sob refrigeracdo que

conservaram seu teor de hidratagao .
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Os resultados acima divergem dos encontrados por Melo et al (2020a) que
nao observaram a influéncia da temperatura na manutencdo da umidade de
amostras de morangos recobertas com gel, nanoparticulas e uma mistura de gel e
nanoparticulas de quitosana , mas corroboram com os de Ventura-Aguilar et al.
(2018) que observaram manutencdo no grau de umidade de amostras de morango
revestidas com cobertura comestivel formulado com quitosana, extrato aquoso de
Roselle célices e 0leo essencial de canela .

Independente do tempo, temperatura de armazenamento e natureza da
cobertura comestivel os valores de pH da maioria das amostras apresentaram
tendéncia de reducédo em relacdo aos valores observados no primeiro e no dia final
de avaliacdo. Esses resultados corroboram com os estudos de Haijji et al. (2018) que
também evidenciaram valores de pH em niveis mais baixos em amostras de
morangos revestidos com quitosana e suplementados com carotendides, com os de
Oregel-Zamudio et al. (2017) ao avaliarem a eficacia de um revestimento a base de
cera de candelilla e bactérias de biocontrole na qualidade de morangos durante
armazenamento e com os de Melo et al. (2020a). De acordo com Pinzon et al (2020)
o teor de acidos organicos aumenta com o armazenamento poés-colheita de
morangos em decorréncia do processo metabdlico fisioldgico da fruta. Sabe-se que
um dos principais acidos organicos presentes no morango é o acido citrico e seu
possivel incremento certamente influenciou na reducdo do pH observado nas
amostras (MELO et al., 2020a; SHAHBAZI et al., 2020).

Observa-se que 0s morangos conservados a temperatura ambiente
recobertos com nanoparticulas de cloridrato de quitosana e 6leo de semente de
maracuja ndo apresentaram variacao significativa (p>0,05) nos valores de pH em
nenhum momento da avaliacdo o que sugere retardo no processo de senescéncia
dessas amostras. Esse comportamento pode ser explicado pela reducdo da
permeabilidade ao vapor de agua devido a formagdo de uma barreira compacta e
hidrofobica gerada pelas nanoparticulas e o 6leo de semente de maracuja o que
certamente controlou o processo de degradacdo dos morangos (PINZON et al
2020;MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2020). E interessante citar que o
comportamento protetivo das coberturas também pode ser evidenciado ao observar
gue o declinio nos valores de pH foi percentualmente superior nos grupos controle
em ambas as temperaturas de armazenamento (8,58% a 26 °C; e 5,34% a 8 °C)

comparados aos grupos que receberam a cobertura de nanoparticulas de cloridrato
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de quitosana e 6leo de semente de maracuja (1,52% a 26 °C; e 0,29% a 8 °C) .
Resultado semelhante também foi observado por Pinzon et al (2020) em ensaios
realizados em morangos recobertos com um composto formado por gel de amido de

banana , quitosana e aloe vera .

Tabela 9 - Valores médios dos parametros fisico-quimicos dos morangos ndo recobertos e recobertos
com as nanoparticulas de cloridrato de quitosana 6leo de semente de maracuja analisados por 12

dias a 8°C

Tratamentos

Dias de armazenamento

6

12

Umidade (%)

Controle 93.14(x0.01)"  92.76(x0.11)BC@  93.02(x0.24)ABa  92.59(x0.09)  92.63(x0.20)BC
Glicerol 93.14(x0.12)8a  91.73(+0.27)CP 93.68(+0.34)Aa 92.98(x0.13)82  93.70(+0.06)"a
Nano 93,20(x0.26)%2  93.35(x0.12)Aa 92.65(x0.27)8C  92.35(x0.13)  92.91(+0.13)ABb
pH

Controle 3.37(x0.00)A  3.19(+0.06)BP 3.32(x0.02)A 3,17(x0.06)8  3,19(x0.00)a
Glicerol 3.44(0.08)Aa 3.33(+0.02)A8ab 3.33(+0.00)A8b 3.25(x0.00)82  3.10(+0.09)CP
Nano 3.29(x0.05)B  3.34(+0.00)Ba 3.44(0.02)ra 3.25(x0.00)C  3.24(x0.01)ca

Solidos Soluveis (%

Controle 7.00(x0.00)CP 7.22(+0.03)BCa 7.22(x0.10)BCa 7.40(x0.10)"8a  7,53(x0.12)Aa
Glicerol 7.33(0.12)Aa 7.40(0.20)Aa 7.05(0.09)Ba 7.43(x0.15)%  7.50(+0.20)Aa
Nano 7.15(+0.05)Ab 7.17(0.05)ra 7.25(0.13)Aa 7.12(x0.10)%  7.27(x0.12)a

Acidez Titulavel (%acido citrico)

Controle 0.97(x0.04)"Ba  0.90(+0.01)BCa 0.91(x0.06)"8Ca  0.99(x0.02)"%  0.84(0.03)Ca
Glicerol 0,85(0.01)Ca 0.93(0.02)8a 0.85(0.01)Ca 1.01(+0.05)%  0.84(0.01)Ca
Nano 0.88(0.08)Aa 0.85(0.02)Ab 0.84(20.02)Aa 0.88(x0.03)%  0.85(+0.04)Aa

indice de Maturagéo

Controle 7.19(x0.32)8b 8.06(0.11)Aba 7.96(0.56)8a 7.45(x0.28)8>  8.94(x0.18)Aa
Glicerol 8.64(+0.07)Ba  7.99(+0.32)BCa 8.31(+0.16)ABa 7.39(0.32)%  8.90(+0.30)Aa
Nano 8.23(x0.76)"  8.40(+0.11)%a 8.67(0.26)"a 8.12(x0.15)%  8.62(+0.60)Aa

«b etras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05) conforme teste de
Tukey.

ACLetras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p<0,05) conforme teste de
Tukey.

Nano: Cobertura elaborada com a formulacdo NP-OSM-0,5.

Fonte: A autora (2021)

O teor de sdlidos soltveis é um indicador de dogura e considera-se um dos
parametros fisico-quimicos que mais afeta a qualidade sensorial do morango e a
aceitabilidade pelo consumidor (KTENIOUDAKI; O’'DONNELL; DO NASCIMENTO
NUNES, 2019; YAN et al., 2019). Representam a quantidade total de acucares
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soluveis, aminoacidos e pectinas e seu aumento durante a fase pds-colheita pode
representar a senescéncia da fruta. E avaliado em indice de refracdo e seus valores
durante a fase de amadurecimento variam entre 4,6% e 11,9% (MELO et al.,2020a;
YOON et al 2020;KWAK et al., 2021).

Apesar de todos 0os morangos analisados em nossa pesquisa apresentarem
valores de °Brix dentro da faixa acima especificada, as amostras do grupo controle
apresentaram significante aumento do teor de sélidos soltveis (p<0,05) ao longo do
periodo de analise e em ambas as temperaturas de armazenamento, ou seja, esse
fator de avaliacao nao influenciou na alteracédo desse parametro fisico-quimico. Esse
incremento no teor de sélidos sollveis demonstra que até mesmo as amostras
desse grupo que foram mantidas sob refrigeracdo continuaram com o metabolismo
ativo convertendo o amido e acidos presentes em acucar 0 que representa o
aumento da taxa de respiracdo das frutas e 0 consequente processo de
senescéncia. Resultados semelhantes foram encontrados por Temiz et al. (2021)
gue avaliaram a eficiéncia, sob refrigeracdo, de uma cobertura elaborada com
extrato de liméo verbena em morangos e por Quintana et al. (2021) que recobriram
morangos com quitosana e 0leos essenciais.

Em relacdo as amostras revestidas com nanoparticulas de cloridrato de
guitosana e 6leo de semente de maracuja percebe-se que nao houve, em nenhum
dia avaliado, variacdo significativa (p>0,05) no teor de solidos soluveis dos
morangos em ambas as temperaturas de observacao. Isso demonstra a capacidade
de formacgédo de barreira do revestimento aplicado que certamente desacelerou o
metabolismo dos frutos, a atividade respiratdria, a reducdo da hidrélise dos
polissacarideos, e, portanto, o retardo na deterioracdo dos morangos.

De acordo com os escritos de Pinzon et al. (2020) os revestimentos
comestiveis podem modular a permeabilidade do vapor de agua, do Oz e do CO2 e
como esses dois gases sao formados pela degradacdo de aclUcares complexos em
acucares mais simples, o uso de coberturas comestiveis podem reduzir o processo
de degradacao o que leva a valores de solidos soluveis menores. Nossos resultados
corroboram com o trabalho de Chu et al. (2020) que revestiram morangos com uma
nanoemulsao de pululano e 6leo essencial de canela e com o de Friedrich et al.
(2020) que recobriram morangos com amido, gelatina e extrato de tetradenia riparia .

O sabor do morango é particularmente influenciado pela sua quantidade de

acidos organicos sendo o citrico e o malico os componentes majoritarios nessa fruta
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(BOVI et al., 2018). Avalia-se a acidez titulavel pelo percentual de acido citrico
presente na amostra e sabe-se que seu teor é afetado pela taxa de metabolismo,
particularmente pelo processo respiratorio que consome 0s acidos organicos como
substrato via ciclo de Krebs, diminuindo a acidez durante o periodo de
armazenamento e gerando a consequente senescéncia dos frutos (HAJJI et al.,
2018; TABASSUM; KHAN, 2020).

Essa reducdo foi observada nas amostras do grupo controle durante o
periodo de avaliagdo em ambas as temperaturas de armazenamento o que pode ser
atribuido ao aumento da taxa de respiracdo dos morangos alterando a concentracéao
de &cido citrico e diminuindo os valores de acidez titulavel. E importante frisar que
esse decréscimo no teor de acidez foi mais acentuado nas amostras conservadas
em temperatura ambiente que nas mantidas sob refrigeragdo (22% e 13%,
respectivamente) demonstrando que a condicdo em que 0s morangos foram
armazenados influenciou em seu processo de conservacao.

De acordo com Friedrich et al. (2020) e Hernandez-Lopez et al. (2020)
condicdes de armazenamento em cerca de 7°C contribui com manutencdo das
concentracdes de carboidratos, proteinas e acidos organicos presentes no morango
uma vez que em temperaturas mais baixas 0s processos metabdlitos ocorrem mais
lentamente. Além disso, Ktenioudaki et al. (2019) relataram que além da
temperatura, os valores de acidez titulavel podem oscilar a depender do grau de
maturacao e da variedade desse fruto.

Em relagdo aos morangos que receberam a cobertura de nanoparticulas
observa-se que os valores de acidez titulavel mantiveram-se constante durante os
12 dias do experimento a 8°C e em temperatura ambiente apresentaram leve
aumento significativo (p<0,05) entre os dias 0 e 6 de observacdo. Esse acréscimo,
de acordo com Pinzon et al. (2020), pode ser explicado porque a presenca dos
acidos organicos tende a aumentar durante o armazenamento pdés-colheita de
morangos devido a degradacao de acucares complexos em decorréncia do processo
metabadlico normal.

Revestimentos comestiveis alteram a atmosfera interna ao redor dos
morangos, mantendo a concentragdo de CO:2 em quantidades mais elevadas,
reduzindo o consumo dos &cidos organicos pelo decréscimo da respiracdo e pela
producdo de etileno o que explica a manutencdo nos valores de acidez titulavel
durante o tempo de avaliagdo (TABASSUM; KHAN, 2020; SHIRZAD et al., 2021).
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Nossos resultados corroboram com os de Chu et al. (2020) que observaram que o
revestimento de pululano e éleo essencial de canela foram eficientes na retencéo do
teor de acidez titulavel em morangos e também com os de Dong et al. (2017) ao
recobrirem morangos com carboxilmentilcelulose e 6leo essencial de alho.

O indice de maturagéo consiste na relagéo entre o teor de solidos sollUveis e a
acidez titulavel. Configura um dos parametros fisico-quimicos mais importantes na
avaliacdo da qualidade organoléptica do morango uma vez que a fruta atinge as
caracteristicas necesséarias para 0 consumo com o0 aumento do teor de sélidos
solluveis e com a reducao da acidez (FRIEDRICH et al., 2020; AUBERT et al., 2021).
Além de avaliar a relacdo entre a docura e a acidez, esse indice também pode
indicar a progressdo do processo de amadurecimento de frutos e o consequente
processo de senescéncia (MARTINEZ et al., 2018).

Os morangos armazenados em temperatura ambiente e sem cobertura
apresentaram aumento progressivo no indice de maturacdo (p<0,05) durante os seis
dias de armazenamento o que de acordo com Valenzuela et al. (2015) demonstra a
evolucdo do processo natural de senescéncia da fruta uma vez que com a
progressdo do amadurecimento o teor de sélidos sollveis totais tendem a aumentar
enquanto o teor de &cidos tendem a diminuir. Comportamento contrario foi
observado nos morangos recobertos com nanoparticulas de cloridrato de quitosana
e Oleo de semente que a partir do terceiro dia de observacao reduziu o valor do
indice de maturacdo demonstrando a eficacia desse revestimento na reducédo do
processo de amadurecimento dos frutos. Resultado semelhante foi observado por
Saleem et al. (2021) em um estudo onde analisaram o efeito de uma cobertura de
guitosana e acido ascorbico em morangos.

Avaliando-se o comportamento dos grupos mantidos sob 8 °C percebe-se que
0 acréscimo significativo (p<0,05) no indice de maturacdo persiste nos frutos que
nao receberam a cobertura teste. De outro modo, oS morangos recobertos
mantiveram esse indice ho mesmo patamar ao longo dos 12 dias de avaliacdo do
experimento o que demonstra a capacidade de coberturas a base de nanoparticulas
de cloridrato de quitosana e 6leo de semente de maracuja em retardar a atividade
metabdlica de morangos. Nossos resultados corroboram com os estudos de Melo et
al. (2020a) ao avaliarem o efeito de revestimentos a base de nanoparticulas

quitosana em morangos.
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6.6.2 Efeito das coberturas teste e controle na perda de peso

A perda de peso € um indicador relevante na avaliacdo da vida de prateleira
de vegetais frescos pois seu controle ndo sé evidencia o frescor como também
destaca as mudangas na aparéncia visual que demonstram alteragbes na textura,
sabor e valor nutricional (KTENIOUDAKI; O'DONNELL; DO NASCIMENTO NUNES,
2019; TABASSUM; KHAN, 2020). Devido a sua pele muito fina que contribui para o
enrugamento e enfraquecimento dos tecidos, o0 morango € altamente suscetivel a
perda rapida de agua e seu controle constitui um grande desafio para sua
comercializacdo. De acordo com Ventura-Aguilar et al. (2018) a manutencédo do
peso do morango pode ser influenciada pela temperatura e pelo tempo de
armazenamento como também por tratamentos pés-colheita.

Ao avaliar a evolucdo desse indicador em relacdo a condicdo de
armazenamento (figura 11) verificamos que 0os morangos do grupo controle
apresentaram uma perda de peso significamente superior (p<0,05) chegando a
cerca de 21% contra uma média de 15,32% dos frutos que foram conservados sob
refrigeragdo. Esse mesmo comportamento foi evidenciado nos frutos recobertos com
nanoparticulas de cloridrato de quitosana e 6leo de semente de maracuja que
também demonstraram uma perda significamente maior (p<0,05) no armazenamento
a 26 °C. Resultados semelhantes foram relatados por Ventura-Aguilar et al. (2018)
ao evidenciarem em seu estudo que 0 armazenamento de morangos recobertos com
uma mistura de quitosana, Oleo essencial de canela e extrato de hibisco a 5°C,
reduziu em cerca de 15 vezes a perda de peso de morangos quando comparados
aos mantidos em 20°C. Melo et. al. (2020a) que utilizaram coberturas a base de
guitosana para conservacao de morangos em temperatura ambiente e refrigeracao
também obtiveram resultado equivalente ao nosso estudo.

Sabe-se que a perda de peso em frutos esta associada principalmente ao
processo de migracdo da umidade para o ambiente e a taxa em que o deslocamento
ocorre é influenciada pela pressdo do vapor da agua entre a superficie do fruto e a
atmosfera, assim como da temperatura de armazenamento (CHU et al., 2020;
QUINTANA et al., 2021). Na medida em que aumenta a intensidade do calor ocorre
um incremento na taxa respiratéria e na atividade da enzima malato desidrogenase
gue gera um acréscimo no consumo de carboidratos e, consequentemente, a uma
maior perda de peso dos frutos (PANOU; KARABAGIAS; RIGANAKOS, 2020;


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/malate-dehydrogenase
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BARKAOUI et al., 2021). Isso pode explicar a reducéo de peso mais acentuada nas

amostras avaliadas a 26 °C que nas armazenadas a 8 °C.

Figura 11- Percentual de perda de peso dos morangos recobertos e ndo recobertos

analisados em temperatura ambiente (26 °C) e refrigeragéo (8 °C)

25
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[4)] o

-
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Perda de Peso(%)

Controle Glicerol Nano

I Ambiente
Il Refrigeracao
ABLetras diferentes entre as mesmas coberturas representam diferenca significativa (p<0,05)
conforme teste de Tukey.

=€ etras diferentes nas mesmas temperaturas representam diferenca significativa (p<0,05)
conforme teste de Tukey.

Fonte: A autora (2021)

Revestimentos comestiveis a base de quitosana atuam como barreiras ao
vapor d’agua, possuem baixa permeabilidade a gases e propriedades mecanicas de
protecdo semelhantes as conferidas por polimeros sintéticos como o polietileno de
alta e baixa densidade (FERREIRA et al., 2020; MARTINEZ-GONZALEZ et al.,
2020). Conforme mostrado na figura 11 a maior perda de peso (20,55%) ocorre nos
morangos nao revestidos (controle) e a menor nos frutos que receberam a cobertura
elaborada com nanoparticulas de cloridrato de quitosana e Oleo de semente de
maracuja (4,49%). A principal razdo para isso pode ser o fato de que nos frutos
controle ndo existe nenhuma barreira fisica que que atue como obstaculo ao vapor
d'agua e as trocas gasosas com o0 ambiente, enquanto os recobertos recebem a
protecdo da cobertura nanoparticulada. Um dos beneficios em utilizar revestimentos
a base de nanoparticulas de quitosana € ampliacdo da area de superficie que
aumenta a reatividade e a melhor penetracédo nas células (HASSAN et al., 2021).
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Martinez-Gonzalez et al. (2020) avaliaram a qualidade de um revestimento
contendo nanoparticulas de quitosana e prépolis em morangos e o0 resultado
mostrou eficacia na preservacdo do peso desses frutos. Assim como no trabalho
anterior e em nossa pesquisa, Melo et al. (2018) também encontraram associa¢ao
entre a reducdo da perda de peso em uvas e a aplicacdo de uma cobertura a base
de nanoparticulas de quitosana.

Ferreira et al. (2020) relatam que apesar dessas vantagens, as coberturas a
base de quitosana devido ao seu carater hidrofébico apresentam baixa resisténcia
ao vapor de agua o que pode limitar sua utilizacdo uma vez que o controle efetivo da
transferéncia de umidade é exigido em aplicacdes de embalagem de alimentos. Isso
pode ser modificado através da incorporacdo de &cidos graxos, Oleos vegetais,
ceras e outros compostos .

De acordo com Chu et al. (2020) revestimentos nanoparticulados com Oleos
incorporados tem sua propriedade de barreira potencializada uma vez que a
natureza hidrofébica do composto lipidico e sua distribuicho em tamanho
nanometrico aumenta a distancia percorrida pelas moléculas de agua no filme. Essa
proposicao corrobora com 0s nossos resultados que também estdo de acordo com
os de Dong et al. (2017) ao observarem em seu estudo a formacdo de um
revestimento de quitosana mais resistente a agua ao incorporar 6leo essencial de
alho em coberturas de morango.

E importante frisar que segundo Antunes et al. (2016) a porcentagem maxima
de perda de agua admissivel em morangos poOs-colheita é de cerca 6% e acima
disso o fruto torna-se inaceitavel para comercializacdo. Diante desse percentual, e
avaliando nossos resultados, infere-se que apenas 0os morangos que receberam a
cobertura de nanoparticulas de cloridrato de quitosana e 6leo de semente de
maracuja e que foram conservados sob temperatura de refrigeracdo estariam aptos

para venda ao consumidor.
6.6.3 Percentual de infeccéo visivel
O morango € bastante perecivel devido a sua intensa atividade metabdlica

pés-colheita, alta taxa respiratéria e suscetibilidade a ataques por fungos

fitopatogénicos que geram mudancas em sua aparéncia e limitam a aceitacdo pelo
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consumidor, reduzindo, dessa forma a sua comercializacaégo (MOSHARI-
NASIRKANDI; ALIREZALU; ALMASI, 2020; HUANG et al., 2022).

O percentual de infeccdo visivel, também definido como indice de
decomposicdo fungica, representa a porcentagem de amostras infectadas em
relacdo ao total de amostras armazenadas em um determinado periodo (Figura 12).

As amostras do grupo controle foram as que sofreram maior percentual de
deterioragéo fungica e n&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre 0s morangos
armazenados a 26°C e 8 °C. No entanto, diferiram significativamente das amostras
recobertas (p<0,05), em ambas as temperaturas, o que ja era esperado uma vez que
uma das funcBes de revestimentos comestiveis é formar uma barreira protetora que
retarde o crescimento fngico (MARTINEZ et al. 2018; KWAK et al., 2021). Assim
como em nosso estudo, Pinzon et al. (2020) relataram que morangos néo revestidos
com um gel & base de quitosana apresentaram uma rapida decomposicao fungica

em relacéo aos revestidos.

Figura 12- Percentual de infeccdo visivel dos morangos recobertos e ndo recobertos
analisados em temperatura ambiente (26 °C) e refrigeracao (8 °C)

120 ~

Infecgéo Visivel(%)

Controle Glicerol Nano

I Ambiente
Il Refrigeracao

ABLetras diferentes entre as mesmas coberturas representam diferenca significativa (p<0,05)
conforme teste de Tukey.

&€l etras diferentes nas mesmas temperaturas representam diferenca significativa (p<0,05)
conforme teste de Tukey.
Fonte: A autora (2021).

Em relacdo aos morangos revestidos percebe-se que a decomposicao fungica

foi mais pronunciada nos frutos acondicionados a 26°C (Figura 13) que diferiram
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significamente (p<0,05) dos armazenados a 8°C. Nota-se, apenas, um pequeno
ponto de infeccdo no morango mantido a 26°C no 12° dia de armazenamento, 0 que
demostra a influéncia positiva da temperatura de armazenamento refrigerado na
conservacdo do morango. Ventura Aguilar et al. (2018) também relataram que o
armazenamento de morangos recobertos com quitosana e mantidos a 5 °C reduziu
em 4 a 5 vezes a incidéncia de infec¢do, independentemente do tratamento

aplicado, em comparacao com aqueles sob 20 °C.

Figura 13- Avaliacdo da aparéncia dos morangos recobertos e ndo recobertos armazenados a

temperatura ambiente (26 °C) e de refrigeracéo (8 °C)

TEMPERATURA AMBIENTE
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TEMPERATURA DE REFRIGERACAO

CONTROLE GLICEROL NANO

Fonte: A autora (2021).

A quitosana tem a acao potencial de gerar danos celulares em bolores e
leveduras e dois tipos de mecanismos sdo associados a essa atividade antifangica.
O primeiro envolve a ativacdo da enzima de defesa quitinase, que hidrolisa a quitina

presente na parede celular dos fungos e o segundo estad associado capacidade
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desse polimero em causar alteragdes na estrutura do microrganismo e gerar
desorganizacdo molecular nas células fungicas (HAJIJI et al., 2018; PINZON et al.,
2020). Fortunatti et al. (2017) relataram que kiwis e alfaces tratados com uma
cobertura de cloridrato de quitosana apresentaram menor severidade de infeccao
fungica em relagdo a esses mesmos vegetais tratados com compostos quimicos.

Além disso, nanoparticulas de quitosana como as elaboradas em nosso
estudo, tem sua acdo antimicrobiana intensificada quando comparada a quitosana
devido ao efeito interfacial das particulas em tamanho nanométrico que reforca sua
capacidade de aderir as células microbianas, penetrando e destruindo as
membranas celulares (FERREIRA et al., 2020). Pan et al. (2019) relataram em seu
estudo que a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de quitosana foi
significativamente melhor que a da quitosana e isso foi correlacionado ao tamanho
das nanoparticulas formadas (<200nm).

Aditivos como o 6leo de semente de maracuja adicionados a revestimentos
como o elaborado em nosso estudo podem reduzir o fluxo de umidade, a captacao
de oxigénio, o processo de respiracdo além de conferir propriedades antimicrobianas
e antioxidantes adicionais que retardam o crescimento microbiano (PEREIRA et
al.,2019). Varios estudos como o de Grande-Tovar et al. (2018), Demirok Soncu et
al. (2018) relatam que a incorporacdo de Oleos essenciais a revestimentos de
guitosana inibem o crescimento de microrganismos, retarda a oxidacao de lipidios e
melhora a qualidade sensorial. Saravanan et al. (2013) avaliaram acao
antimicrobiana de 6leos de semente de Passiflora subpeltata e verificaram que esse
composto é um eficaz agente antifungico. Eles também associaram essa forte
atividade microbiana a presenca de compostos fendlicos.

Dessa forma podemos dizer que a associacdo entre o 6leo de semente de
maracujd e o revestimento nanoparticulado do cloridrato de quitosana podem
aumentar o espectro de propriedades antimicrobianas do nanorevestimento
elaborado e também produzir interagcdes associativas contra microrganismos o que
torna essa cobertura uma atraente alternativa em embalagens de frutos sensiveis
como o0 morango e pode n&do apenas manter as propriedades nutritivas e
organolépticas dos frutos como também reduzir a quantidade de fungos e leveduras

durante o armazenamento e a consequente podriddao em morangos.
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6.6.4 Evolucao da cor

A cor é um atributo importante na percepcédo de qualidade do morango e
avaliar a sua variagdo se faz necessario para verificar o efeito do revestimento
comestivel aplicado durante o armazenamento. As tabelas 10 e 11 apresentam 0s
resultados das andlises dos frutos armazenados em temperatura ambiente e
refrigeracao respectivamente.

Ao avaliar os valores de luminosidade (L"), indicador do escurecimento do
fruto, percebe-se que a maioria dos morangos apresentaram uma reducgéo
significativa (p<0,05) em seus valores de L". Esse comportamento foi observado nas
amostras do grupo controle, independente da temperatura de armazenamento, e
também nos morangos conservados sob a mesma condicdo recobertos com
nanoparticulas de cloridrato de quitosana e Oleo de semente de maracuja. O
escurecimento das amostras pode ser atribuido ao efeito da temperatura ambiente
gue provoca nos morangos uma maior mudanca de cor devido a ocorréncia de
processos enzimaticos relacionados a maturacéo. De acordo com Ventura_Aguilar
et al. (2018) temperaturas mais altas favorecem o avanco do amadurecimento.
Assim como em nosso estudo, esses autores constataram em seu trabalho que
morangos recobertos com uma cobertura a base de quitosana e Oleo essencial de
canela conservados a 20 °C também apresentaram menores valores de
luminosidade quando comparados as amostras mantidas em 5 °C.

Diferente dos resultados anteriores, os morangos refrigerados a 8 °C e
recobertos com nanoparticulas de cloridrato de quitosana e 6leo de semente de
maracuja ndo apresentaram, ao longo de todo o periodo de armazenamento,
variacao significativa no valor de L* (p>0,05). A partir desse resultado sugere-se dizer
gue o revestimento aplicado nao alterou a cor original do fruto além de preserva-los
do processo de senescéncia, o que foi intensificado pela baixa temperatura de
refrigeracdo. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por de Melo et al.
(2020a) e Martinez-Gonzales et al. (2020).

Em relagéo aos valores do angulo hue (h*), somente os morangos do grupo
controle apresentaram reducgdo significativa (p<0,05) no sexto dia de andlise.
Excecéo para os frutos desse mesmo grupo avaliados a 8 °C que nao variaram
significativamente (p>0,05) durante o armazenamento. De acordo com o0 sistema

CIELAB quanto mais proximo de 0 © estiver o &ngulo maior é a intensidade da cor
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7

vermelha e valores aproximados a 90° demonstram que mais amarelo é o fruto.
Portanto, o decréscimo desse parametro ao longo do armazenamento sugere
intensificacdo da tonalidade vermelha dos frutos o que € associado ao processo de
amadurecimento evidenciado pela continuidade das reacdes de biossintese das
antocianinas (SIEBENEICHLER et al.;2020; QUINTANA et al., 2021). Resende et al.
(2018) e Quintana et al. (2021) observaram em seus estudos que morangos nao
revestidos com as coberturas testes a base de quitosana também apresentaram
reducéo do valor do angulo hue .

Diferente das amostras do grupo controle, os morangos revestidos e
armazenados em temperatura ambiente e de refrigeracdo apresentaram valores
constantes de angulo hue durante o periodo de experimento. Essa informacdo nos
leva a crer que as coberturas comestiveis aplicadas nao afetaram a tonalidade dos
frutos além de promover a conservacdo dos mesmos por meio do retardo da
senescéncia. Esses resultados corroboram com os de Quintana et al. (2021) e os de
Martinez-Gonzalez et al. (2020) que também ndo evidenciaram diferencas
significativas nas amostras que receberam tratamento a base de quitosana ao longo
do armazenamento.

Sabe-se que o Croma (C*) € um indice que avalia a medida de saturac&o ou
intensidade da cor e valores mais altos indicam que as amostras sao mais brilhantes
(TABASSUM et al 2020; QUINTANA et al 2021). Em relacdo as amostras do grupo
controle percebe-se uma reducdo nos valores desse parametro em ambas as
temperaturas de armazenamento (p<0,05), demonstrando que ao longo do
experimento esses morangos foram perdendo o brilho e essa reducéo foi ainda mais
impactante nos frutos conservados em temperatura ambiente que demonstraram o0s
menores valores. Do mesmo modo, 0 experimento com coberturas a base de
guitosana desenvolvido por Quintana et al. (2021), apresentou diminuicdo acentuada
dos valores do croma 0 que 0s autores atribuiram a secagem da superficie dos
frutos.

Ao contrario dessas amostras, oS morangos com as coberturas a base de
nanoparticulas de cloridrato de quitosana e Oleo de semente de maracuja
mantiveram a intensidade da cor ao longo do periodo analisado independente da
temperatura. Isso demonstra a eficacia desses revestimentos na conservacdo do

brilho e vividez dos frutos.
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Tabela 10- Efeito da cobertura comestivel sobre a cor dos morangos armazenados em temperatura
ambiente (26°C) durante 6 dias.

Tratamentos

Dias de armazenamento

0

3

6

L*

Controle
Glicerol
Nano

35.53 (+1.31)"
34.19 (0.27)A
39.13 (+0.46)"

31.31 (+1.56)B0

32.45 (+1.05)ABab

35.09 (+1.85)"8a

26.74 (+3.04)C
30.65( +1.36)B2
34,47 (£2.93)82

h*ab

Controle
Glicerol
Nano

27.45 (+1.26)"
33.46 (+5.88)"
33,05 (+2.21)"

26.96 (+1.49)
28.43 (+1.71)%
29.03 (+1.72)

23.49(+0.61)82
27.11 (£0.22)A°
28.39 (+5.06)

C*ab

Controle
Glicerol
Nano

32.77 (x1.61)%
23.48 (£6.89)A°
33.92 (+2.60)"

27.54 (+0.91)8P
27.88 (1.44)A
33.79 (+3.73)2

23.49 (+1.70)
20.75 (£5.41)A°
32.65 (+1.40)

bLetras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05) conforme teste

de Tukey.

ACLetras diferentes na mesma linha representam diferencga significativa (p<0,05) conforme teste de

Tukey.

Fonte: A autora (2021).

Tabela 11- Efeito das coberturas comestiveis sobre a cor dos morangos armazenados em
temperatura de refrigeracao (8°C) durante 12 dias.

Tratamentos

Dias de armazenamento

0

3

6

9

12

L*

Controle
Glicerol
Nano

36.68(+1.15)
39.55(+4.62)
38.45(+3.76)

33.45(+1.62)82
37.90(+2.35)%2
38.87(+3.51)

32.48(+2.01)8C
35.59(+3.16)"82
37.64(x4.14)*

29.80(+0.84)C°
33.07(+2.31)A8b
37.33(x0.71)

29.74(+0.63)°P
29.78(+1.99)8b
36.56(+0.55)"

h *ab

Controle
Glicerol
Nano

28.12(+1.83)%
31.57(+3.10)
30.94(+3.03)

26.49(1.01)"
32.13(+1.97)Ab
36.90(+4.77)2

25.80(1.04)"
29.18(3.18)A2b
33.96(+4.88)

25.85(20.72)"
28.65(+2.68)"
33.44(+4.22)

28.52(x4.76)a
35.50(+7.39)%
32.15(+0.93)%

C*ab

Controle
Glicerol
Nano

35.81(2.37)
35,72(+0.98)
35.70(24.49)

32.16(+2.56)"82

33.39(+1.77)"
31.82(+2.97)

32.45(+3.60)"82
33.11(+3.42)
32.82(+6.36)2

26.11(5.23)82
28.22(+0.24)A82
30.62(+4.32)"2

24.78(+3.62)8%b
19.17(7.42)8"
31.92(+3.46)"

&b etras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05) conforme teste de Tukey.
ACLetras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p<0,05) conforme teste de Tukey.
Fonte: A autora (2021).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A formulacdo mais estavel apds 90 dias de armazenamento foi caracterizada
e as analises realizadas comprovaram a formacéo das nanoparticulas com o OSM
nanoencapsulado. A utilizacdo dos crioprotetores ndo mostrou ser um processo
favoravel a liofilizagdo das nanoparticulas.

O dleo livre e nanoencapsulado apresentaram acdo antifingica perante os
dois fungos fitopagénicos avaliados e promoveram alteracdes estruturais no micélio
do C.siamense. Ja para o0 A. niger apenas 0s micélios expostos as nanoparticulas
com o 6leo nanoencapsulado sofreram alterac6es em sua morfologia.

As coberturas elaboradas mostraram efetividade na manutencdo dos
parametros fisico-quimico dos morangos recobertos, assim como reduziu o
percentual de perda de peso e a incidéncia de infec¢éo dos frutos infectados com o
A.niger nas duas temperaturas de avaliacao.

Diante desses resultados, pode-se inferir que a cobertura comestivel
elaborada com nanoparticulas de cloridrato de quitosana e 6leo de semente de
maracuja pode ser uma alternativa viavel na conservacdo de morangos na fase pos-
colheita tanto para manutencdo dos seus parametros fisico-quimicos quanto
reducéo da infec¢cdo microbiana. Mostra-se também uma alternativa viavel ao uso de
fungicidas sintéticos nocivos ao meio ambiente e ao consumidor. Além disso, 0
reaproveitamento das sementes do maracuja para obtencdo do Oleo gera beneficios

ambientais e agrega valor a cadeia produtiva do maracuja.
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