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Barros-Alexandrino, Tais Téo de. Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de
quitosana-tripolifosfato e seu potencial como antifungico natural para
aplicacao por aspersdo em frutas frescas. 2020. Tese de Doutorado (Programa
de Po6s-Graduacao em Biotecnologia) — UFSCar, Sdo Carlos, 2020.

Resumo

A contaminacdo por patégenos é um problema que ocorre em escala global e esta
relacionada a aproximadamente 25% das perdas totais de frutas e hortalicas na
condicdo poés-colheita. Os antimicrobianos sintéticos que sdo usualmente empregados
com o objetivo de minimizar essas perdas podem, se néo aplicados de forma racional,
gerar impactos indesejaveis na saide humana e no meio ambiente. Registra-se assim
uma crescente conscientizacdo e preferéncia por alimentos saudaveis, ausentes de
defensivos quimicos. Uma alternativa para atender tais demandas é o desenvolvimento
de fungicidas naturais que possam atuar de maneira satisfatdria com baixo impacto ou
efeitos secundarios. Neste contexto, a quitosana tem sido considerada como uma
alternativa viavel para o desenvolvimento de antimicrobianos, principalmente por ser um
material biodegradavel e oriundo de fontes naturais. Na forma diluida convencional ja
esta comprovada sua ampla acdo antimicrobiana. No presente trabalho, a sintese de
nanoparticulas do sistema Quitosana-Tripolifosfato de sédio (NPQui-TPP), e o potencial
antifingico de suas suspensfes em meio aquoso foram avaliados como agente
antimicrobiano em aplicacfes tépicas em frutas via spray. A premissa é que quanto
maior a area superficial do particulado, maior serdo as interagdes superficiais entre as
moléculas de quitosana e os patégenos. As NPQui-TPP foram sintetizadas pelo método
de geleificacdo ionotropica em parametros experimentais avaliados e otimizados para
uma padronizagdo do processo, sendo definidas as melhores condigées como: altura de
gotejamento do agente reticulante (TPP) a 8 cm com relacdo a superficie do gel de
quitosana, sob agitacdo de 1500 rpm e posterior ultrassonicacdo com 30% de amplitude
durante 2 minuntos. Nestas condicdes NPQui-TPP com diametro médio de 117,3 nm
foram geradas e avaliadas in vitro nas concentracdes de 8 e 9 g/L com efetivas acOes
na inibicdo do crescimento de Alternaria alternata e Penicillium expansum inoculados
em meio BDA. Formulagéo para aplicacao topica foi preparada com 9 g/L (concentracdo
de particulas em suspenséao) e aplicada por aspersdao em macas e goiabas, inoculadas
ou ndo com os fungos em analise, para as avaliagBes da atividade in vivo. Coberturas
na condicdo ndo-nanoparticulada (gel de quitosana) também foram ensaiadas para
comparagdo. Os resultados indicaram atividades superiores das NPQui-TPP com
respeito as coberturas ndo nanoparticuladas. A cobertura nanoparticulada promoveu
diminuicdo de 55 % nas perdas de firmeza nas goiabas e 38,7 % nas macgas.
Adicionalmente, proporcionou uma diminuicdo de 24 % no crescimento fingico das
macads e 28 % nas goiabas, com alteracfes colorimétricas da ordem de 13,7 % nas
macas, tendo por base comparativa amostras controle ndo revestidas, para medidas
realizadas ao longo de 14 dias. Embora os exatos mecanismos pelos quais ocorra a
atividade antimicrobiana da quitosana ainda néo estejam plenamente elucidados, ficou
evidente que a utilizagdo de quitosana na forma nanoparticulada apresenta atividades
antifingicas e de conservacao superiores, o que foi atribuido a sua alta area superficial
e consequentemente uma maior amplitude de interacdes.

Palavras-chave: Alternaria alternata. Coberturas comestiveis. Conservacado Pos-
Colheita. Geleificacdo lonotrépica. Nanotecnologia. Penicillium expansum.



Barros-Alexandrino, Tais Téo de. Synthesis and characterization of chitosan-
tripolyphosphate nanoparticles and their potential as a natural antifungal agent
for application by sprinkling on fresh fruits. 2020. PhD Thesis (Post-graduation
Pragram in Biotechnology) — UFSCar, Sao Carlos, 2020.

Abstract

Contamination by pathogens is a problem that occurs on a global scale and is related to
approximately 25% of total fruit and vegetables losses in the post-harvest condition. The
synthetic antimicrobials usually applied in order to minimize these losses, if not used in a
moderate way, might generate undesirable impacts on human health and to the
environment. So, a growing awareness and preference for healthy foods, absent of
chemical pesticides, is in course. An alternative to meet these demands is the
development of natural fungicides, which can act satisfactorily and with low impact or
side effects. In this context, chitosan has been considered as a suitable alternative for
the development of antimicrobials, mainly due its natural source and biodegradability. In
conventional diluted form, chitosan has already proved to have a broad antimicrobial
activity. In the present study, the synthesis of nanoparticles from the Chitosan-
Tripolyphosphate (NPQui-TPP) system and their antifungal potential, when in aqueous
suspensions, were evaluated in topical applications on fruits via spray. The premise is
that as larger the particulate area, the greater will be the surface interaction between
chitosan molecules and pathogens. The NPQui-TPP were synthesized by the ionotropic
gelation method, and several experimental parameters evaluated aiming at the
optimization and standardization of the process, where the following conditions were
defined: height of 8 cm between intercrossing (TPP) dropping and the chitosan gel
surface, under agitation of 1500 rpm and additional ultrasonication with 30% of amplitude
for 2 minutes.In these conditions NPQui-TPP with an average diameter of 117.3 nm were
generated and assessed in vitro at concentrations of 8 and 9 g/L with effective activity in
inhibiting the growth of Alternaria alternata and Penicillium expansum inoculated in BDA
medium. Formulations for topical application with 9 g/L (particles in suspension) were
prepared and sprinkled on apples and guavas, inoculated and non-inoculated with the
analyzed fungi, for in vivo assessment. Coatings in non-nanoparticulated condition
(dipping into chitosan gel), were also carried out for comparison. The results show
superior activities of NPQui-TPP when compared to the continuous coatings. The
nanoparticulated coatings promoted reductions of 55 % in the loss of firmness in guavas
and 38.7 % concerning the apples. Additionally the nanoparticles provided a decrease in
24 % in the fungal growth on apples and of 28 % on guavas, with simultaneous
colorimetric alterations around 13.7 % on apples, when compared to non-coated
samples, along 14 days. Although the exact mechanisms by which chitosan antimicrobial
activity occurs is not yet fully elucidated, it is evident that chitosan in nanoparticles form
has superior antifungal activity and general preservative properties, what have been
attributed to their high surface area and consequently the ability to perform larger
interactions.

Keywords: Alternaria  alternata. Edible coatings. lonotropic  gelation.
Nanotechnology. Penicillium expansum. Post-Harvest conservation.
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Capitulo 1 — Introducéo

No ano de 2018 a producdo mundial de frutas frescas foi de 830 milhdes de
toneladas, sendo o Brasil responsavel por aproximadamente 41 milhdes de
toneladas deste montante, o que o coloca como o terceiro maior produtor mundial,
atras somente da China e da india (IBGE, 2019).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, a
fruticultura brasileira representa 11,5% do PIB agricola e 0,62% do PIB nacional,
cujo mercado esta pautado essencialmente no consumo interno, considerando que
somente 31% do total produzido no pais sao destinados a exportacao (IBGE, 2019).

No entanto, estima-se que em torno de 22% de toda a producao nacional néo
seja aproveitada por razoes diversas (REETZ et al., 2015; TREICHEL, 2016). Esse
elevado percentual de perdas e descartes tem sido atribuido principalmente a
injuarias mecéanicas causadas por manipulacdo inadequada ou excessiva, auséncia
de uma cadeia adequada de resfriamento, processamentos de baixa tecnologia,
armazenamento e transporte inapropriados e pela incidéncia de doencas na
condicdo pos-colheita (BERETTA et al., 2013).

As etapas da cadeia produtiva em que ocorrem as principais perdas
normalmente estdo relacionadas ao nivel de industrializacdo disponivel. Em geral,
quanto mais industrializado o pais, mais tardiamente no processo e em menor
guantidade, essas perdas ocorrem (GUSTAVSSON et al., 2011).

Em paises da Europa, América do Norte e parte da Asia, estima-se que cerca
de 40% das perdas de alimentos ocorram no final da cadeia, ou seja, no comércio e
domicilio dos consumidores. Enquanto nas demais regides, caracterizadas por
paises menos industrializados, as perdas se déo principalmente no campo e nas
etapas de distribuicdo e processamento (GUSTAVSSON et al., 2011).

A Figura 1.1 apresenta o balanco das ocorréncias de perdas mundiais em
2011, segundo levantamento apresentado por Gustavsson e colaboradores
(GUSTAVSSON et al., 2011), valores estes que ndo apresentaram variacdes

significativas nos ultimos anos (FAO, 2019).
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Perdas de alimentos — Frutas e vegetais
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Figura 1.1 Perdas mundiais de frutas e hortalicas. Fonte: GUSTAVSSON et al., 2011.

Contudo, em todas as etapas uma parte significativa das perdas é decorrente
da contaminacdo por microrganismos. Embora seja dificil mensurar a extensao
exata dessas contaminacoes, principalmente devido a falta de uma classificacdo
padronizada e da coleta de dados especificos, estima-se que entre 20 a 25% das
perdas de frutas e hortalicas colhidas sejam decorrentes da acao de fitopatdgenos
(SHARMA, SINGH & SINGH, 2009).

1.1 Contaminacéo fungica em frutas

Embora bactérias também contaminem frutas e gerem consideraveis perdas
do produto, a énfase deste trabalho sdo os fungos. Menos de 10% das espécies
catalogadas séo consideradas fitopatogénicas e, destas, estima-se que cerca de 100
sejam identificadas como extremamente danosas sendo as principais responsaveis
pela quase totalidade das doencas na condicdo pos-colheita (ECKERT &
RATNAYAKE, 1983; TRIPATHI & DUBEY, 2004). As caracteristicas fisico-quimicas
das frutas e hortalicas, como presenca de agua, abundancia de nutrientes e baixo
pH, favorecem uma maior incidéncia e o rapido desenvolvimento de diversos fungos
de forma isolada ou simultanea (TRIPATHI & DUBEY, 2004).

Entre os principais géneros relacionados as perdas pos-colheita de frutas
destacam-se os fungos Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium, Geotrichum,
Gloeosporium, Monilinia, Mucor, Penicilium e Rhizopus (LIU et al., 2013). Sendo
estes 0s principais responsaveis pela geracdo de manchas marrons e pretas

observadas nas superficies de macas e péssegos, pela podriddo negra e antracnose
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em frutas citricas e pela perda de firmeza em mamdes, péras e morangos, entre
outras frutas (COELHO, HOFFMANN & HIROOKA, 2003).

Os processos de infeccado fungica sdo complexos e 0s vegetais possuem
mecanismos de autodefesa que atuam no sentido de impedir a entrada e a
expansdo dos patdégenos, embora estes nem sempre sejam plenamente eficientes.
Esses mecanismos séo ativados por meio da acdo conjunta da transcricdo de genes
relacionados a defesa, de modificacdes em seu metabolismo primario e secundério,
abertura de canais i6nicos e da fosforilagdo de proteinas especificas (DA SILVA et
al., 2008).

Em geral, tais respostas sdo eliciadas sistemicamente pela presenca de
agentes externos bidticos ou abidticos denominados ‘“indutores", os quais
desencadeiam a série de eventos bioquimicos subsequentes (DA SILVA et al.,
2008).

Tais processos também resultam no aumento da concentracdo de fendis,
fitoalexinas, proteinas "PR" (pathogenesis-related proteins), radicais livres e lectinas,
que sdo compostos atuantes em interacBes bioquimicas com o0s invasores,
reduzindo sua agressividade. Diversos autores apontam também o desenvolvimento
de barreiras estruturais de defesa, como a sintese de gomas, lignificacdo e a
producdo de metabdlitos de acdo fungiotoxica (DA SILVA et al., 2008; ZAIN, 2011,
HAMMERSCHMIDT & KUC, 2013).

1.2 Micotoxinas

As micotoxinas consistem em um grupo de metabdlitos secundarios
produzidos por fungos em condi¢des especificas de temperatura e umidade. Podem
ser geradas pela contaminacdo em alimentos, desde o campo até a fase de
armazenamento. Em funcéo da grande diversidade de estruturas quimicas, efeitos
bioloégicos e origens biossintéticas, as micotoxinas sdo de dificil definicdo e
classificacao (ZAIN, 2011). A preocupacgcao com a presenca e consumo deste tipo de
metabdlito recai em suas propriedades carcinogénicas, teratogénicas,
imunossupressoras e toxicas, conforme dados obtidos em diversos estudos
(COELHO, HOFFMANN & HIROOKA, 2003; OUESLATI et al., 2012).

Dentre as 400 micotoxinas conhecidas, destacam-se as aflatoxinas (AF),

deoxynivalenol (DON), fumosinas (F), patulinas (P), ochratoxinas (OT) e zearalenona
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(ZEA), as quais sdo produzidas principalmente pelos fungos dos géneros
Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Alternaria (ZAIN, 2011; OUESLATI et al., 2012),
patégenos estes comumente presentes em frutas e hortalicas. Cabe salientar que as
micotoxinas contaminam alimentos tanto de origem animal quanto vegetal,
especialmente cereais, frutas, sementes, leite e ovos (JI, FAN, ZHAO, 2016).

Na Tabela 1.1 encontram-se descritas algumas micoxitoses, bem como seus
agentes etiologicos, substratos e sintomas predominantes causados por sua

ingestéo ou contato.

Tabela 1.1- Micotoxicoses, agentes etiologicos, substratos e sintomas causados
pela ingestdo e/ou contato com micotoxinas

Referéncias Micotoxina | Agente | Substrato | Potenciais Sintomas
doencas
decorrentes
da ingestao
CARVALHO, Aflatoxinas | Aspergillus Uvas, Hepatocarcino Hepatite
1995; Sp. figos, -ma e aguda,
MAZIERO, damasco, | aflatoxicose Morte e
BERSOT, 2010; ameixas e Hepatocarcino-
KABAK, 2016 péras ma
COELHO, Patulina Penicillium |  Macds, Edema
HOFFMANN, expansum péras, cerebral e
HIROOKA, uvas, pulmonar,
2003; bananas e hemorragias,
TOROVIC et cerejas voémito
al., 2018
ALGHUTHAY | Deoxynivalenol | Fusarium | Bananas, Vomito,
MI, BAHKALL, macas, diarreia,
2015; €0cCo, hemorragia,
RYCHLIK, uvas endotexemia
2017
Lletal., 2017 Fumosinas | Fusarium | Bananas Doencas
e figos hepaticas,
cardiacas,
neurais e
cancer
CARVALHO, Ocratoxina | Aspergillus | Magcds, Cancer Tumor
1995; OTEIZA SP. péras, urotelial maligno
etal., 2017 Pe”';')"'”m uvas superior urotelial
ALGHUTHAY | Zearalenona | Fusarium | Bananas Desordens
MI, BAHKALI, e macas reprodutivas,
2015; sindrome
ZINEDINE et hiperestrogénica
al., 2007
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Algumas praticas agronémicas vém sendo utilizadas na tentativa de reduzir a
incidéncia fungica no cultivo de alimentos. Entre elas, pode-se citar: i) colheita
precoce; ii) secagem adequada; iii) emprego de tratamentos fisicos; iv) sanitizagao;
v) armazenamento apropriado e, vi) o manejo de insetos. Além dessas, a
descontaminacdo por controle bioldgico e quimico por meio do uso de fungicidas
tém sido o procedimento mais amplamente utilizado (ZAIN, 2011).

As micotoxinas podem nao ser as principais responsaveis pelas perdas pés-
colheita em frutas e hortalicas, emboram tenham uma participagdo importante nos
prejuizos. O que deve ser considerado € que a contaminacao fungica, além de gerar

essas perdas, apresentam potenciais danos a saude humana e animal (ZAIN, 2011).

1.3 Penicillium expansum e Alternaria alternata

Dois dos principais grupos de fungos de maior incidéncia em frutas e
hortalicas sao classificados dentro dos géneros Alternaria e Penicillium.

Inicialmente descrito por Von Esenbeck em 1817, o género Alternaria agrupa
diversas espécies de fungos endofiticos, patogénicos e saprobios, capazes de se
estabelecerem em substratos como plantas, sementes, tecidos animais, produtos
agricolas e mesmo no ar ( WOUDENBERG et al., 2013).

Relacionados como causadores de doencas em animais (WANG et al., 1996)
e em humanos (BUSH & PROCHNAU, 2004; SALO et al., 2006), o género Alternaria
tem sido foco permanente de pesquisas na area agricola e biotecnoldgica, uma vez
gue esta relacionado a infeccbes de cerca de 100 espécies de plantas (ROTEM,
1994; WOUDENBERG et al., 2015). E responsavel por diversas doencas de
ocorréncia pos-colheita (COATES & JOHNSON, 1997) e, consequentemente, por
importantes perdas de commodities agricolas, como tomates (YAN et al., 2015),
berinjelas, macas, péssegos, mamao, manga e aboboras (COATES & JOHNSON,
1997).

Ja o género Penicillium, conhecido por causar a “blue/green mold rot” e
produzir a micotoxina patulina, que € potencial causadora de diversas doencas,
como disturbios renais, Ulceras gastricas, desordens intestinais e até alteracfes
hormonais, testiculares e modificacbes morfologicas em espermatozoides
(SELMANOGLU & KOGCKAYA, 2004, SELMANOGLU, 2006), é composto por

diversas espécies patdogenas com incidéncia principalmente sobre frutas, incluindo
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macds, nectarinas, péssegos e cerejas (KARABULUT & BAYKAL, 2002,
VENTURINI, ORIA & BLANCO, 2002). Ambos géneros de fungos sdo comumente
encontrados em frutas e hortalicas amplamente consumidas no Brasil (TREICHEL,
2016).

1.4 Fungicidas sintéticos

Como citado, o Brasil € um dos maiores produtores de frutas e hortalicas do
mundo, o que faz com que ocupe também uma posicdo de destaque no emprego,
em volume, de agrotoxicos e defensivos. O pais € considerado o lider mundial, em
volume, do uso de pesticidas, uma vez que € utilizado por cerca de 90% dos
produtores, os quais aplicam, anualmente, aproximadamente 899 milhdes de litros
deste tipo de compostos (MOLITOR, 2019).

Os principais fungicidas sintéticos empregados no combate da contaminacao
fungica sdo o imazalil, o tiabendazol, o pyrimethanil (SMILANICK et al., 2008) e a
guazatina (DICH et al., 1997). A ampla aplicacdo desses compostos deve-se ao seu
custo relativamente baixo e a boa eficiéncia de acdo, embora recentemente seja
observada uma crescente preocupacdo com o risco de desenvolvimento de
populacdes de patdgenos resistentes, associada a conscientizacdo por parte dos
consumidores relativa a ingestdo de alimentos com excesso de agrotéxicos residuais
(DE ALMEIDA; CARNEIRO & VILELA, 2009).

Além dos alimentos, diversos fungicidas e pesticidas sintéticos estdo
relacionados a sérios problemas ambientais como a contaminac¢éo de solos e aguas
(TOURNAS, 2005), podendo resultar em possiveis perturbacbes do equilibrio
natural, aumento de resisténcia de pragas e problemas de saude em humanos e
animais (DOGHEIM et al., 2002, HJORTH et al., 2011).

Na literatura encontram-se diversos trabalhos que relacionam o uso de
produtos quimicos sintéticos a elevados niveis de toxicidade e compostos
teratogénicos e carcinogénicos identificados em frutas e hortalicas (TRIPATHI &
DUBEY, 2004; PARK et al., 2012).
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1.5 Fungicidas naturais

Com o objetivo de reduzir o uso de agentes fungicidas sintéticos e,
consequentemente, minimizar os impactos de sua aplicagéo, alguns procedimentos
e técnicas alternativas tém sido propostas. Um exemplo € o emprego de
antimicrobianos nédo seletivos como o carbonato e bicarbonato de sodio e de
tratamento fisicos como o armazenamento a baixas temperaturas, a aplicacdo de
adgua aquecida e a exposicao a radiacdo ionizante (TRIPATHI & DUBEY, 2004).

No entanto, algumas destas técnicas ndo se mostram, isoladamente, eficazes
no controle da formacao de col6nias fungicas e, em certos casos, podem até gerar
injurias, contribuindo negativamente para a vida util dos produtos (TRIPATHI &
DUBEY, 2004).

Compostos naturais como o acetaldeido, o benzaldeido, o hexanal, o &cido
jasmonico, a propolis, os 6leos essenciais e a quitosana, vém sendo continuamente
avaliados acerca de suas propriedades antimicrobianas em relacdo a diversos
microrganismos presentes em frutas e hortalicas. Esses compostos apresentaram
acOes comprovadas contra o P. digitatum (TRIPATHI & DUBEY, 2004), o P.
expansum (SONG et al., 1996), o B. Cinerea (SONG et al., 1996), o A. Alternata
(HAMILTON-KEMP et al., 1992) e a M. Fructicola (TRIPATHI & DUBEY, 2004).

Por serem classificados como “GRAS”, ou seja, “Generally Recognized as
Safe” e, portanto, geralmente recomendados como seguros para O CONSUMO,
tornam-se importantes no desenvolvimento de tecnologias alternativas que prezem
pela qualidade dos alimentos (DA SILVA et al., 2015).

Em funcéo principalmente de sua biocompatibilidade e das propriedades
antifangicas e antibacterianas apresentadas (GOY, BRITTO & ASSIS, 2009), a
guitosana em particular, tem sido amplamente avaliada na area de alimentos, seja
como agente ativo incorporado em embalagens (VAN DEN BROEK et al., 2015), no
desenvolvimento de coberturas protetoras e filmes comestiveis (ASSIS & BRITTO,
2011), ou como agente particulado de aplicacao topica no controle de patdogenos
prejudiciais a saude humana (YOUNES et al., 2014; PILON et al., 2015).
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1.6 A Quitosana

A quitosana € um polimero natural formado por cadeias lineares de unidades
de glicosamina e N-acetil-glicosamina unidas por ligagbes B (1->4), obtida a partir do
processo de desacetilacdo da quitina, que consiste no principal componente do
exoesqueleto de crustaceos e insetos (AOUADA, 2009).

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, ficando
atras somente da celulose (DEVLIEGHERE, VERMEULEN & DEBEVERE, 2004), da
qual diferencia-se pela presenca de grupos aminicos, apesar de apresentar
semelhancas na estrutura quimica (BARROS, 2016).

A presenca de trés grupos funcionais reativos na estrutura da quitosana
(grupo amino no C2 e uma hidroxila nos C3 e C6), conforme visualizado na Figura
1.2, promove sua interacdo com cargas negativas de outras moléculas e polimeros
(GOY, BRITTO & ASSIS, 2009). A modificacdo quimica destes grupos pode resultar
em mudancas de suas propriedades, possibilitando diferentes aplicacbes e
respostas deste polissacarideo (SHAHIDI, ARACHCHI & JEON, 1999).

OH OH
/
H
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H H A
H NH3 H NH3 n

Figura 1.2 Estrutura idealizada da quitosana, sendo “n” o grau de polimerizagdo. Fonte:
(AOUADA, 2009).

Devido as suas caracteristicas atoxicas, facilidade na formacdo de géis e
blendas, biodegradabilidade, biocompatibilidade e auséncia de valor cal6rico, o
emprego da quitosana tem sido avaliado em diversos campos de pesquisa e em
aplicacdes tecnologicas e industriais ha mais de setenta anos (KUMAR, 2000;
SIGNINI & CAMPANA-FILHO, 2001; CHILLO et al., 2008; LOREVICE et al., 2012).
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Tais aplicacdes vao desde a desacidificacdo de sucos de frutas (SHAHIDI,
ARACHCHI & JEON, 1999) a sistemas de liberacdo de farmacos (AHMED &
ALJAEID, 2016), passando pelo desenvolvimento de filmes e revestimentos
comestiveis para a conservacao de alimentos (MARTELLI et al., 2013).

Diversos estudos confirmam a eficiéncia da quitosana na inibicdo do
crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas além de diversos fungos
causadores de podriddao em alimentos (DU et al., 2008; GOY, BRITTO & ASSIS,
2009). Além disso, apresenta diversas vantagens em relacdo a outros produtos
naturais empregados como agentes antimicrobianos, como um maior espectro de
atividade e uma menor toxicidade em relacdo as células de mamiferos (YOUNES et
al., 2014).

1.6.1 Atividade antimicrobiana da Quitosana

Apesar da atividade antimicrobiana da quitosana ser amplamente descrita na
literatura, os exatos mecanismos pelos quais ocorre essa atividade ainda néo estao
plenamente elucidados (GOY, BRITTO & ASSIS, 2009; ASSIS & BRITTO, 2011;
MENDES et al., 2016). Trés hipoteses tém sido aventadas como possiveis
mecanismos de acao antimicrobiana que ocorreriam simultanea ou isoladamente,
tendo todas por principio interacdes superficiais, o que implica que para que a a¢cao
seja eficiente, as moléculas de quitosana devam estar em contato direto com a
superficie do microrganismo alvo (GOY, BRITTO & ASSIS, 2009).

De maneira geral, as hip6teses atribuem a atividade antimicrobiana como
resultado das seguintes caracteristicas: i) presenca de cargas em sua estrutura e a
interacdo com sitio eletricamente carregados das lipoproteinas presentes na parede
celular dos microrganismos; ii) penetracédo via envelope celular com subsequente
interacdo e inativacdo do DNA microbiano e iii) capacidade de complexacdo de
metais e nutrientes essenciais ao crescimento microbiano (GOY, BRITTO & ASSIS,
2009).

De acordo com o mecanismo mais aceito, a hipotese ", a atividade
antimicrobiana ocorre devido interacdes mediadas por forgas eletrostaticas entre os
grupos protonados da quitosana (NH*3) e os residuos negativamente carregados
presentes na superficie do microrganismo (GOY, BRITTO & ASSIS, 2009).
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Este modelo sugere que a atividade antimicrobiana da quitosana seria,
portanto, diretamente proporcional ao nimero de aminas cationizadas presentes em
sua estrutura. Tais aminas carregadas positivamente seriam capazes de se ligar a
grupamentos fosfato e pirofosfato negativamente carregados dos lipopolissacarideos
presentes na membrana externa (GOY, BRITTO & ASSIS, 2009).

As ligacOes decorrentes destas interacfes eletrostaticas promoveriam trocas
iOnicas as quais resultariam em fragmentacdes estruturais da membrana (lises) e,
consequentemente, modificagcdes na permeabilidade da parede celular promovendo
um desequilibrio osmoético com consequente perda de fluidos intercelulares. Este
desequilibrio pode inibir o crescimento ou mesmo levar a morte do microrganismo
(GOY, BRITTO & ASSIS, 2009).

Na segunda hip6tese, a quitosana transporia a membrana celular e seria
capaz de se ligar ao DNA do microrganismo, impossibilitando a sintese de RNA
mensageiro (RNAmM) e, consequentemente, a producdo de proteinas essenciais para
sua sobrevivéncia. Mais uma vez, essa ligacdo seria promovida pela interacao
eletrostatica entre as cargas positivas dos grupamentos amino da quitosana e das
cargas nhegativas dos grupos fosfato da molécula de &cido desoxirribonucleico
(AZEREDO et al., 2018).

A terceira hipotese, por sua vez, atribui a atividade antimicrobiana da
quitosana a sua deposicdo molecular ao redor da membrana celular do
microrganismo, 0 que promoveria uma reducéo de sua permeabilidade. Sugere que
ocorra, também, junto a essa deposicdo de quitosana, a quelacdo de metais e
nutrientes essenciais a sobrevivéncia do microrganismo (GOY, BRITTO & ASSIS,
2009).

Em relagdo especifica a sua atividade antifungica, tem sido atribuida a
quitosana um efeito inibidor do crescimento micelial, o que leva a uma reducao da
infeccdo e da germinagdo, diminuindo a producdo de esporangios e a liberagcédo de
esporangiosporos, além de uma acdo, conjunta ou isolada, de alteracdes
morfologicas no crescimento das hifas (YOUNES et al., 2014). Nestas sao
observadas agregacao e ramificacdo exacerbada, o que pode estar relacionado ao
aumento da atividade de enzimas como a fenilalanina aménia liase, assim como a
formacado de compostos fendlicos e incremento de mecanismos de lignificacdo (ATIA
et al., 2005).
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Alguns dos limitantes ao emprego mais amplo da quitosana como antifingico,
deve-se a sua insolubilidade em pH neutro e de sua alta viscosidade. Métodos
alternativos tém sido utilizados para minimizar essas caracteristicas, como
alteragfes quimicas que gerem derivados hidrossoluveis de quitosana e a sintese de
nanoparticulas (YIEN et al., 2012). No entanto estes derivados apresentam
caracteristicas desvantajosas como alto custo, tempo de preparo e a geracdo de

residuos toxicos como subprodutos da sintese (LI et al., 2012; QIN et al., 2012).

1.6.2 Nanoparticulas de Quitosana

As diferentes respostas fisicas e quimicas e a pontencializacdo das
propriedades que alguns materiais apresentam quando em escala nanomeétrica, séo
as principais razdes pelo interesse no desenvolvimento e aplicacdo de materiais com
essas dimensdes. As alteracdes nas propriedades resultam de uma maior
acessibilidade e disponibilidade dos atomos superficiais, decorrentes da maior area
superficial, para a participacdo em interacbes com o meio (ESTEVES, BARROS-
TIMMONS & TRINDADE, 2004; DALMAS et al., 2007; AZEREDO et al., 2009). O
incremento das interacdes gera modificacbes na dinamica molecular podendo
resultar em alteracbes nas propriedades mecanicas, de barreira (SORRENTINO,
GORRASI & VITTORIA, 2007) e térmicas (TEIXEIRA et al.,, 2010) do material
nanometrico.

Nanoparticulas organicas, de origem biopoliméricas, podem ser obtidas por
dois principios basicos: i) a partir da polimerizagcdo controlada do mondémero
principal ou ii) através da interagdo ibnica de dois polieletrolitos (SCHAFFAZICK et
al., 2003), processo genericamente denominado de geleificagdo ibnica ou
ionotropica (FAN et al., 2012; KOUKARAS et al., 2012).

Assim, a geleificagdo ionotropica tem por base a interacdo entre as cargas
opostas de um polimero e contra-ions de um agente reticulante. No caso da
quitosana, a interacdo ionotropica ocorre entre suas cargas positivas de grupos
amino protonados e as cargas negativas do polianion adicionado, usualmente o
tripolifosfato de sédio (TPP). Essas interacdes resultam na imediata coagulagédo da
mistura, decorrentes da formacdo de ligacOes intra e intermoleculares entre 0s

grupos positivos da quitosana e os fosfatos negativamente carregados da TPP, o
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que permite a formacdo de nanoparticulas de Quitosana-TPP (NPQUui-TPP)
(AOUADA, 2009).

Adicionalmente, a técnica de geleificacdo por ser livre de solventes organicos
€ atoxica, relativamente simples e com relativo controle em decorréncia da anulacao
entre as cargas dos compostos e a formacao de um complexo polieletrdlito estavel
(FAN et al., 2012).

Para que as ligacbes sejam estabelecidas, o TPP é diluido em &gua miliQ,
gerando cargas negativas em sua cadeia e interagindo com a quitosana diluida em
meio acido (pH 4-5). A partir destas interagfes, 0s grupos amino sao protonados,
estabelecendo cargas positivas nas terminacdes (NHs*) (CALVO et al., 1997; GAN
et al.,, 2005). A Figura 1.3 ilustra a interacdo ibnica provavel entre os grupos
funcionais dos dois compostos.

Quitosana

OH

TPP

NH3+

Figura 1.3 Geleificacdo da quitosana e tripolifosfato de sédio (TPP) por interacdo entre grupos
ibnicos e catidnicos. Fonte: (baseado em GIERSZEWSKA & OSTROWSKA-CZUBENKO, 2016).

Nanoparticulas de quitosana geradas por geleificacdo tém sido avaliadas em
diferentes aplicagbes, como no desenvolvimento de novos materiais particulados
(AMASS, AMASS & TIGHE, 1998; ELSABEE & ABDOU, 2013), seja para emprego
na area médica (ELNAGGAR et al., 2015), farmacéutica (BORGES et al., 2007; GAN
et al., 2005), ou alimenticia (AOUADA, 2009; ASSIS & BRITTO, 2011; MARTELLI et
al., 2013).
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1.6.3 Toxicidade das Nanoparticulas de Quitosana

O tamanho reduzido e a grande &rea superficial das nanoparticulas resultam
em altas taxas de deposi¢éo, absorcédo e mobilidade possibilitando o deslocamento
pelo corpo e interacdo ou acumulo em Orgaos ou tecidos néo alvo ou, ainda, sua
liberacdo ndo controlada no meio ambiente (BUZEA, PACHECO & ROBBIE, 2007).

Estas possibilidades geram duvidas quanto a toxicidade das nanoparticulas e
estdo relacionadas principalmente a capacidade de penetragcdo por meio das
membranas celulares, mitocondriais, nucleares e através de canais iGnicos ou de
transporte de proteinas. Com isso, materiais nanoparticulados poderiam ocasionar
danos celulares e subcelulares além de alteragdes nos niveis proteicos (NEL et al.,
2006; MA et al., 2018).

Uma das dificuldades de avaliar a toxicidade neste contexto é estabelecer
parametros de analise eficientes e adequados para cada material, considerando que
muitos dos protocolos de andlises toxicoldgicas, atualmente utilizados, ndo foram
definidos e validados para nanomateriais (GNACH et al., 2015). As analises de
toxicidade em geral enfocam diferentes niveis de complexidade: (i) Nivel celular; (ii)
Orgéos; (iii) Organismo e (iv) Ambiental. O estudo de cada um destes niveis é
responsavel por tentar elucidar os mecanismos especificos 0s quais possam estar
associados a toxicidade (GNACH et al., 2015).

Desde 2001 a quitosana € considerada segura pela FDA (US Food and Drug
Administration) para aplicacbes em cosméticos e alimentos (AL-NAAMANI,
DOBRETSOV & DUTTA, 2016) e, embora existam discussdes acerca do potencial
toxico das nanoparticulas de quitosana (DE SALAMANCA et al., 2006; JAYAKUMAR
et al., 2010; KEAN & THANOU, 2010; HU et al., 2011; ELNAGGAR et al., 2015), os
resultados encontrados na literatura, de uma maneira geral, reafirmam a auséncia
da toxicidade dentro das concentragfes usuais, seja para aplicagdes na area médica
ou alimenticia (FALGUERA et al., 2011; ELSABEE & ABDOU, 2013; CRUZ-
ROMERO et al.,, 2013; HAN, 2014; KASHYAP, XIANG & HEIDEN, 2015; AL-
NAAMANI, DOBRETSOV & DUTTA, 2016).
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1.7 Coberturas protetoras para frutas

Coberturas e filmes protetores e comestiveis sdo finas camadas de materiais
consumiveis aplicados ou formados diretamente sob os alimentos, podendo exercer
um papel importante de protecdo, conservacdo e comercializacdo (FALGUERA et
al., 2011).

As coberturas comestiveis em geral sdo formadas por imersdo em uma
solucdo filmogénica, cuja matriz pode ser polissacaridica, lipidica, proteica ou de
suas combinacdes (compdsitos). Durante a imersdo, as cadeias poliméricas da
solucdo estabelecem ligacdes fortes e fracas com a superficie da fruta, como
ligacdes de hidrogénio, interacbes hidrofébicas, interacdes por forcas dispersivas e
eletrostaticas, configurando uma camada depositada continua e estéavel (Figura 1.4)
(ASSIS & BRITTO, 2014)

Processo de adsorgédo Evaporagéo do solvente e reticulagéo ou cura

C;é?'g 4 é‘ < é
3

4 Fruto \ § Fruto

Figura 1.4 Modelo de formagédo de uma cobertura comestivel realizada por imersdo. Em (a), ocorre a
imersdo do fruto na solugcdo filmogénica; (b) atracdo entre o absorvato (componentes da solucao
filmogénica) e a casa da fruta e (c) evaporac¢do do solvente e reticulacdo polimérica consolidando a
cobertura. Fonte: (ASSIS & BRITTO, 2014).

Para sua formacdo, essas coberturas podem fazer uso de matérias-primas
oriundas de residuos e rejeitos da cadeia hortifruticula, como, por exemplo, as
kafirinas, as zeinas e a quitosana, que sdo provenientes do sorgo, milho e
exoesqueleto de crustaceos respectivamente (SCRAMIN et al., 2011; ELSABEE &
ABDOU, 2013; SALGADO et al., 2015).

Tais revestimentos tém como objetivo principal proteger o produto, podendo
também ser empregados na conservacao de frutos processados. As coberturas, de
um modo geral, proveem uma barreira semipermeével ao diéxido de carbono,

oxigénio e umidade, reduzindo as taxas de respiracdo, oxidacdo e perdas de agua
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(LEE et al., 2003). Adicionalmente é desejavel que uma cobertura apresente uma
acao antimicrobiana e promova a retencdo de lipidios e de compostos volateis
relacionados ao aroma e ao sabor (HAN et al., 2004).

Estas caracteristicas podem ser ilustradas segundo o esquema da Figura 1.5.

Reduz a saida de:

v Agua
v’ Diéxido de Carbono
v’ Etileno
v" Compostos volateis
Atmosfera v Solutos (vitaminas, c. Organicos)

Revestimento

J ‘ Reduz a entrada de:
\Z

v" Oxigénio
v Microrganismos
v’ Sabores/odores exégenos
v' Solutos exégenos

Figura 1.5 LimitagBes dos transportes e trocas com a atmosfera em uma cobertura ideal. Fonte:
baseado em (ASSIS & BRITTO, 2014).

As coberturas comestiveis tém sido apontadas como uma tecnologia simples
e adequada a crescente demanda por alimentos frescos e com menores
concentragcdes de aditivos quimicos. Podem ser aplicadas tanto em frutas in natura
guanto em produtos minimamente processados (descascados e fatiados), ja que
injurias mecanicas ocorridas na colheita e em seu processamento provocam danos
nos tecidos causando alteracgdes fisiologicas que aceleram sua senescéncia, atraves
do aumento das taxas de respiracdo, perdas de agua e do favorecimento da
contaminag¢do microbiana (LEE et al., 2003). De um modo geral, as caracteristicas
protetivas de uma cobertura estdo diretamente relacionadas a natureza da matriz
biopolimérica a partir da qual o filme sera formado, sendo possivel adequar a
formulacédo filmogénica de acordo com as propriedades desejadas para aplicacoes
especificas (ASSIS, DE BRITTO, 2014; FALGUERA et al., 2011).
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A titulo de ilustracdo, na Tabela 1.2 encontram-se dispostas algumas

formulacbes usualmente empregadas como coberturas comestiveis e suas

propriedades, conforme dados da literatura.

Tabela 1.2 Materiais utilizados como coberturas comestiveis, suas aplicacfes e

propriedades

Referéncias | Composic¢ao Agente Substrato Potenciais
do doencas
revestimento decorrentes da
ingestéo
Caseina Antimicrobiana
P; Nz%%gt Quitosana Vegetais _ ©
) Carboximetilce- | minimamente | Antioxidantes
lulose processados
OMS-OLIU; Alginato Melhora nas
SOLIVA- £ . propriedades de
FORTUNY; Composito _PeCF'na A barreira;
MARTIN- Vitamina C Péras Antimicrobiana;
BELLOSO, Manutencédo das
2008 caracteristicas
sensoriais
ATARES; Uvas, Antimicrobiana,
CHZI(F;&LT, Lipidica Oleos Mel4o, o Antioxidqn;es(j,
.. Iora proprieaades
essenciais Baca!hau, de barreira
sardinha
GARCIA; Antimicrobiana
QAAARRIPZ'\J(?(' Amido Morangos
1998
KERCH, Cenouras, Mantém qualidade
2015 : tricional e
. - uitosana | Morangos e nu
Polissacaridica Q caramgolas aumenta vida util
SCRAMIN et Alta
al,, 2011 Zeina hidrofobicidade;
Protéica Péras Baixa

permeabilidade a
gases; Aumento
na vida util
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Segundo agéncias internacionais de regulamentacdo, como a Food and Drug
Administration (FDA) e a European Directive (ED), os revestimentos podem ser
classificados como: i) produtos alimenticios; ii) ingredientes alimenticios; iii)
substancias em contato com o alimento iv); aditivos alimenticios e, v) embalagem de
alimentos (ROJAS-GRAU, SOLIVA-FORTUNY & MARTIN-BELLOSO, 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) né&o
estabelece uma legislacdo especifica para coberturas e revestimentos ou
embalagens comestiveis. Estes sdo classificados como conservantes ou aditivos e
devem seguir as recomendacdes descritas para o emprego desses ingredientes
(ANVISA, 1997).

Segundo a Portaria n® 540 (ANVISA, de 27 de outubro de 1997), as
coberturas e revestimentos sdo aqueles compostos empregados no processo de
fabricacdo ou preparo de alimentos e que sejam incorporados ao produto, ainda que
possam causar modificagbes no sabor e textura e possam elevar a qualidade
nutricional do produto.

Ja os aditivos, grupo no qual a quitosana esta inserida, sdo ingredientes
adicionados intencionalmente ao alimento visando a alteracdo de caracteristicas
bioldgicas, quimicas, fisicas ou sensoriais durante qualquer etapa de producéo, ou
seja, desde o cultivo até a embalagem e comercializacdo. Ambos devem estar de
acordo com a Portaria n° 540 - SVS/MS, de 27 de outubro de 1997 e a Resolucéo
CNS/MS n° 04, de 24 de novembro de 1998, que regulamentam sobre aditivos e
coadjuvantes de tecnologia (ANVISA, de 27 de outubro de 1997).

O potencial da quitosana como matriz para coberturas comestiveis vem sendo
avaliado ha diversos anos. Aléem da facilidade com a qual forma géis e blendas,
destacam-se suas caracteristicas antimicrobianas, de biocompatibilidade e
biodegradabilidade, além da auséncia de valor calérico e de alérgenos (KUMAR,
2000; ELSABEE & ABDOU, 2013). Diversos estudos descrevem os efeitos do uso
da quitosana como matriz para o revestimento de frutas, entre eles: sua acao na
manutencdo da firmeza, da cor e das qualidades nutricionais, associadas a uma
diminuicdo das taxas de perda de massa e reducédo das trocas gasosas (ELSABEE
& ABDOU, 2013; HAN, 2014; KERCH, 2015; DOTTO, VIEIRA & PINTO, 2015).

Na Tabela 1.3 temos uma breve revisdo das propriedades da quitosana como

coberturas comestiveis, segundo dados encontrados na literatura.
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Tabela 1.3 Uso da quitosana como coberturas comestiveis, suas aplicacdes e

propriedades
Referéncias Aplicacao Propriedades
Morangos e Reducéo da perda de agua,;
framboesas Preserva cor, pH e textura;

HAN et al., 2004

DOTTO; VIEIRA;

Mamao papaia

Antimicrobianas

PINTO, 2015
KERCH, 2015 Cenouras Mantém qualidade nutricional
Morangos e aumenta vida util
Carambolas
KAYA et al., 2016 Diminuicdo da perda agua e
Kiwi manutencao da firmeza
SABAGHI et al., 2015 Nozes Reducéo da oxidacao e
crescimento fangico
PETRICCIONE et al., Néspera Reducéo da perda de
2015 polifendis, flavonoides, acido
ascorbico e carotenodides
PASQUARIELLO et al., Cereja Diminuicéo do escurecimento
2015
CHIEN; SHEU; YANG, Manga Reducéo da perda de agua
2007
XIAO et al., 2010 Péras Reducéo de escurecimento;
Manutencéo dos polifendis e
vitamina C
GOL; CHAUDHARYI, Carambola Manutencédo dos compostos
RAO, 2015 fendlicos
EL-ELERYAN, 2015 Laranja Reducédo da perda de agua e
escurecimento
Goiaba Reducéo da perda de agua;
HONG et al., 2012 Manutencgéo da firmeza,
solidos soluveis e vitamina C
Reducéo da perda de agua;
IBRAHIM et al., 2014 Abacaxi Reducéo de crescimento
fungico; Manutencéo dos
solidos soluveis
HONG et al., 2012 Pepino Reducéo da perda de agua e

Manutencao dos solidos
solaveis
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1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho consiste no processamento e caracterizacao
de nanoparticulas do sistema Quitosana-TPP (NPQUuIi-TPP), sintetizadas pelo
método de geleificacao ionotrépica, para aplicacdo topica via spray, na formacgéo de
coberturas comestiveis em goiabas e macds in natura, e a avaliagdo de sua acao

antifangica na condicéo pés-colheita.

1.8.2 Objetivos especificos

e Producdo e caracterizacdo de nanoparticulas de Quitosana e TPP obtidas
pelo método de geleificacdo ionotropica (NPQuIi-TPP), definindo condi¢cdes
otimizadas e reprodutiveis de sintese;

e Avaliacdo e estabelecimento das Minimas Concentra¢cfes Inibitérias (MIC)
fungicas, in vitro, como subsidios para a elaboracdo de suspensdo aquosa
particulada para posterior aplicagdo como spray;

e Aplicacao das NPQui-TPP em macas e goiabas através de aspersao e avaliar
seu carater protetor com relacdo a infestacdo antifingica por meio da inoculacao
dos fungos Penicilium expansum e Alternaria alternata, comparando com frutas
nao revestidas e com coberturas continuas de quitosana (formulacdo n&o
particulada);

e Acompanhar as alteracdes nas condi¢Oes fisiolégicas das frutas revestidas

em condi¢bes ambientais ndo controladas.
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Capitulo 2 — Material e Métodos

2.1 Sintese e padronizacdo do processo de producdo das nanoparticulas de
Quitosana-TPP

A quitosana utilizada na sintese foi a de média massa molar (400.000 g/mol),
com 75-85 % de unidades desacetiladas e como contra-ion o Tripolifosfato de sédio
(TPP), ambos da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e o &cido acético glacial
da marca Labsynth (Diadema, SP, Brasil).

A quitosana foi solubilizada em &cido acético 1% sob agitacdo magnética de
1500 rpm durante 24h em temperatura ambiente. O resultado desta solubilizagéo,
denominado “gel de quitosana”, foi produzido com concentragéo final de 10g/L (m/v)
e foi submetido a temperatura de 40°C por 10 minutos ao inicio da mistura.

Para a obtencdo das NPQui-PP, o TPP foi solubilizado em agua destilada na
concentracdo de 0,1% (m/v) e adicionado ao gel de quitosana por gotejamento
continuo na razdo de 1 mL/min para uma concentracao final de TPP de 0,05%. No
processo de sintese foram avaliadas a influéncia da velocidade de agitacdo do gel
de quitosana e da altura do gotejamento do TPP no tamanho e distribuicéo final das
nanoparticulas geradas. Para isso, foram testadas as velocidades de 600, 1050 e
1500 rpm e as alturas de 5 e 8 cm do gotejamento de TPP em relacdo ao gel de
quitosana, como apresentado no esquema da Figura 2.1, Etapa 2.

Posteriormente, as suspensdes foram submetidas a centrifugacédo a 4000 rpm
por 30 minutos a 10°C (Etapa 4) sendo separados lotes de cada uma das trés etapa
de sintese: pré-centrifugacéo (“PC”) (Etapa 3) e, apds a centrifugagcao, tanto as
particulas presentes no sobrenadante (“S”) (Etapa 4), quanto as particulas
ressuspendidas (“‘R”) (Etapa 5), para avaliagdo comparativa das alteragbes
introduzidas no tamanho e distribuicdo das nanoparticulas. A sequéncia geral da

sintese empregada esta esquematizada na Figura 2.1.
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[Etapa 1} L Etaﬁpaz J [ Etapa 3 J [ Etapa 4 W

4 Centrifugacio
— — N ,«"

Nanoparticulas de
— Quitosana-TPP no

[ SEm— ] sobrenadante (“S”)

Solubilizacdo Altura de Velocidade Nal_nopartl'culas d? ‘ Ressuspensso
da Quitosana de agitacdo Quitosana-TPP pré-

Gotejamento . P
B " centrifugadas (“PC”)
5cm ("HS") 600 rpm ( V600 ) icul
gcm (“Hg”) 1050 rpm (“V1050”) Nangpartlcu as de
1500 rpm (“V1500”) Quitosana-TPP

ressuspendidas (“R”)

Figura 2.1 Esquematizacao do processo de sintese de Nanoparticulas de Quitosana-TPP (NPQui-

TPP) em 5 etapas.

A partir deste processo, estabeleceu-se a nomenclatura de identificacdo de
amostras descrita na Figura 2.2, em que “H” consiste na altura em centimetros do
gotejamento do TPP em relagédo ao gel de quitosana (H5 e H8 cm); “V” a velocidade
de agitacdo do gel de quitosana no momento do gotejamento (600, 1050 e 1500
rom); “PC” a suspensdao de Nanoparticulas de Quitosana-TPP antes da
centrifugagédo, “S” as Nanoparticulas de Quitosana-TPP apds a centrifugacdo
presentes no sobrenadante e “R”, Nanoparticulas de Quitosana-TPP apés

centrifugacéo e ressupensao do pellet.

H5 Veoo s = H5_V600_R
H5 V1050 s == H5_V1050_R
H5 V1500 S === H5_V1500_R
H8_V600_S === H8 V600 R
H8 V1050_S === HS8_V1050_R
H8_V1500_S === H8 V1500 R

H5_V600_PC
H5_V1050_PC
H5_V1500_PC
H8_V600_PC

H8_V1050_PC
H8_V1500_PC

Figura 2.2 Nomenclaturas utilizadas para as suspensfes de Nanoparticulas de Quitosana-TPP

T
LTI

(NPQUuI-TPP), onde os valores subsequentes as letras “H” e “V” representam, respectivamente, a
altura de gotejamento (em centimetros), do TPP em relacdo ao gel de quitosana e a velocidade da
agitagdo mecanica do gel no momento do gotejamento. As siglas “PC”, “S” e “R” referem-se a etapa
da metodologia em que as nanoparticulas foram analisadas: pré-centrifugacéo, sobrenadante e apds

a ressuspenséo, respectivamente.
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Com o objetivo de promover a desagregacdo de aglomerados formados e,
desta forma, obter nanoparticulas com tamanhos, cargas e dispersdo homogénea,
as suspensoes foram submetidas a ultrassom (Sonifier Sound Enclosure SSE-1,
Branson, Danbury, Connecticut, EUA) durante 2 min com amplitude de 30%, de
acordo com a metodologia descrita por Esmaeilzadeh-Gharedaghi e colaboradores
(ESMAEILZADEH-GHAREDAGHI et al., 2012).

2.2 Caracterizagcdo das Nanoparticulas de Quitosana-TPP
2.2.1 Determinacdo do Potencial Zeta e tamanho de particula

A medida das dimensdes das NPQUui-TPP e seus valores de potencial zeta foram
obtidas em sistema Zeta Potential Analyser (Malvern Instruments, Worcestershire,
UK), em triplicata, a 25 °C. Os resultados foram expressos em nandmetros para o

diametro e em miliVolts (mV) para o potencial zeta.

2.2.2 Ensaio de estabilidade

A estabilidade da suspensdo de NPQuIt-TPP foi estimada através do
acompanhamento da alteracdo de tamanhos e do potencial zeta ao longo do tempo.
As medidas foram realizadas nas suspensfes ap6s 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 20 e 30
dias a partir da sintese, em condicbes de guarda a temperatura ambiente. As
medidas foram realizadas em triplicatas (Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

Foram comparadas as amostras submetidas a ultrassonicacdo (para a
fragmentacao e reducéo de agregados) a cada dia de andlise assim como amostras
sem a aplicacdo de ultrassonicacdo, com o0 objetivo de avaliar o efeito deste

procedimento na recuperacdo dos tamanhos iniciais de particulas.

2.2.3. Microscopia Eletrénica de Varredura com emisséo de campo (FEG)

As suspensotes de NPQuit-TPP foram submetidas a banho ultrassénico por 15
min, diluidas em agua deionizada - mili-Q (1:100) e gotejadas em laminas de silicio.
Apbés 48h em dessecadores, foram analisadas em microscopio eletrénico de
varredura de emissao de campo FEG JSM-6701F (Jeol, EUA).
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2.2.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A identificcdo das estruturas e grupos funcionais nas amostras de quitosana,
TPP e as decorrentes de suas interacées na formacédo das NPQuit-TPP foram
determinadas por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) em amostras liofilizadas.

Os espectros foram gerados em espectrometro Vertex 70 (Bruker,
Massachusetts, EUA) em comprimentos de onda no intervalo de 4000 a 400 cm™ em

64 varreduras por amostra.

2.2.5 Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As alteracbes da estabilidade térmica nas diversas condicdes de sintese
foram avaliadas, em amostras liofilizadas, em equipamento TGA Q-500 (TA
Instruments, New Castle, DE, EUA). As amostras foram submetidas a uma rampa
térmica de 30 a 800 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min sob fluxo de
nitrogénio na vazao constante de 60 mL/min.

A andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi conduzida em
sistema DSC Q100 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA), em rampa de
aquecimento de -60 a 400 °C na raz&o de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio

com vazao de 60 mL/min.

2.3 Ensaios Microbiolégicos
2.3.1 Ensaio de Concentragdo Minima Inibitoria (MIC)

A atividade antifingica in vitro das suspensdes de NPQuit-TPP foi determinada
pelo método de Concentracéo Inibitéria Minima (MIC) (QI et al., 2004). O ensaio de
MIC foi realizado com o intuito de uma analise qualitativa inicial para determinar qual
intervalo de concentracdo de NPQUI-TPP seria capaz de inibir ou impedir o
crescimento dos microrganismos fungicos analisados e, desta forma, definir uma
faixa de concentracdo especifica adequada para as analises quantitativas em placas
de Petri e, posteriormente, diretamente nas frutas.

Para a obtencao da solucao de esporos Alternaria alternata (CCT 7152 DSMZ

12633) e Penicillium expansum (CMIIAA PEN 001), estes foram repicados em placa
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de Petri com o meio de cultura BDA batata-dextrose-agar (HIMEDIA, Byosystems,
Curitiba, PR). A partir do crescimento dos fungos, foram preparadas solucbes
padronizadas com esporos na concentracdo de 1x108 esporos/ml, utilizando solugéo
esterilizada de Tween 80 (0,1% v/v). A concentracdo dos esporos foi determinada
com auxilio da camara de Neubauer. A Figura 2.3 ilustra o conjunto de tubos

empregados para a obtencéo dos MICs pela técnica de microdiluicéo.

Grupos Controle

A [+ 500 pLde meio liquido BDB;
Controle Negativo -« 500 pL de solugio de acido acético 1% e
(Estéril) _ TPP;
C D E g 00 e meiollgwide BEE:
A B | Controle — ReSSelo 'qu' 0, o
Positivo ] 500 pL de suspensao fungica;
C * 500 pL de meio liquido BDB;
ControleSem 7| - 500 ulL de suspensdo fungica + acido
Quitosana - acético e TPP;
D * 500 pL de meio liquido BDB;
C°"tf'°|e 7 * 500 pL de suspensdo de nanoparticulas
NPQui-TPP _ de Quitosana-TPP;

Grupo Experimental

-+ 500 pL de meio liquido BDB;
E * 500 pL de suspensao fungica;

NPQui-TPP _| « Suspensdo de nanoparticulas de Quitosana-
TPP com concentragGes variaveis de 1 a
25g/L;

Figura 2.3 Esquematizacéo do ensaio de Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) para os ensaios in

vitro de Penicillium expansum e Alternaria alternata.

Os tubos de ensaio foram divididos em cinco grupos, nomeados de A a E,
conforme Figura 2.3. Os tubos “A” consistiram no controle negativo e, portanto,
foram compostos somente de meio liquido BDB (HIMEDIA, Byosystems, Curitiba,
PR) e solucéo de acido acético 1% e TPP. Os tubos do grupo “B” foram o controle
positivo, com o objetivo de verificar a viabilidade da suspensao fungica utilizada e,
com isso, foi composto por meio liquido BDB e a suspensao fungica.

A fim de comprovar que a acdo antifungica observada poderia ser atribuida
somente a quitosana e ndo aos outros componentes da solucdo de NPQui-TPP, foi
utilizado o grupo “C”, composto por meio liquido BDB, suspensédo fungica, acido
aceético 1% e TPP. A partir do grupo “D” foi avaliado a auséncia de contaminagao
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na propria suspensdo de NPQui-TPP, de forma que esta ndo pudesse estimular o
crescimento fangico e, com isso, distorcer qualquer interpretacdo dos resultados.

Por fim, nos tubos do grupo “E” foram avaliadas a capacidade antifungica de
NPQUuI-TPP nas concentracdes de 1 a 25 g/L (m/v) e, para isso, o material foi
disposto no tubo juntamente com o meio liquido e com a suspensdo de esporos
padronizada em 1x108 esporos/mL.

Os calculos de ajuste de concentracdo foram feitos para que todos os tubos
apresentassem os mesmos volumes finais. Todas as concentragdes foram avaliadas
em triplicatas e em 4 ensaios diferentes, realizados separadamente. Todos os tubos
permaneceram em agitacdo de 200 rpm/min durante 7 dias em temperatura
ambiente. Ao final deste periodo, foram comparados visualmente, identificando ou
nao o crescimento dos microrganismos nas diferentes concentracdes de NPQui-TPP
em relacdo aos tubos controle.

Na Figura 2.4 esta esquematizada a padronizacdo desta comparacao visual,
que considera o tamanho das colbnias fungicas em relacao ao diametro do tubo e a
turbidez final de seu contetdo.

Cédigo Classificagdo | Crescimento Aspecto
Fungico

1 Sem * Auséncia de crescimento fdngico
crescimento aparente; )

* Conteldo liquido sem alteragdes na
turbidez em relagdo ao controle

2 * Tubos com coldnias pequenas;
Crescimento * Auséncia de alteragdo na turbidez do

reduzido conteldo do tubo ou pequeno aumento
de turbidez

3 Crescimento Tubos com colénias de tamanho médio;

intermediario Aumento de turbidez;

4 Presenca de colonias grandes que
Crescimento ocupavam grande parte do didmetro do
exacerbado tubo;

Grande aumento de turbidez;

Figura 2.4 Nomenclatura utilizada no Ensaio de MIC.
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Foram classificados como "1" os tubos nos quais ndo houve crescimento
fungico aparente bem como auséncia de alteracbes na turbidez do conteudo liquido
presente no tubo.

Os tubos com crescimento reduzido foram identificados como "2", aqueles em
gue ocorreram 0 aparecimento de colonias centrais em tamanhos reduzidos. Além
disso, notou-se auséncia ou ligeiro aumento da turbidez do meio. Nos tubos "3",
houve Crescimento intermediario caracterizado por coldnias fangicas de tamanho
médio e aumento consideravel na turbidez do contetdo.

Por fim, nos tubos com "Crescimento exacerbado”, com cdodigo "4" foram
observados crescimentos intensos das colénias fungicas, as quais ocupavam
praticamente todo o diametro do tubo e grande aumento da turbidez.

Os tubos classificados como “1”, “2” e “3” foram selecionados para dar
continuidade aos ensaios microbiolégicos. Os tubos classificados como “4”, por
apresentarem elevado crescimento fangico, foram excluidos dos ensaios
subsequentes, considerando que as concentracbes de NPQUuIi-TPP contidas foram

incapazes de inibir ou impedir o crescimento dos microrganismos analisados.

2.3.2 Crescimento Radial em meio sélido

A segunda etapa da analise microbiolégica consistiu no ensaio de
crescimento radial em meio solido. Neste ensaio foi possivel quantificar o
crescimento fungico a partir de medidas do diametro das col6nias. Foi realizada a
inoculacédo de aliquotas de 100 pL dos conteudos dos tubos do ensaio de MIC em
gue nao houve crescimento fungico ou o crescimento foi considerado reduzido ou
intermediario (amostras relativas aos tubos 1, 2 e 3), em pocos de 6 mm em placas
de Petri com agar BDA (HIMEDIA, Byosystems, Curitiba, Brasil). A evolu¢do dos
didmetros das colonias foi acompanhada diariamente ao longo de 20 dias. Os
ensaios foram realizados em quatro repeti¢cées separadas, com triplicatas.

A concentragdo inibitoria minima foi definida, portanto, como a menor
concentracdo de NPQUuI-TPP capaz de impedir o crescimento fungico, considerando
0s tubos e placas em que nao foram observados crescimento visivel de Penicillium
expansum e Alternaria alternata. A MIC definida por tais ensaios foi usada como
referéncia para a elaboracdo de suspensfes de NPQui-TPP para aplicacdo topica

nas frutas, conforme serd descrito no item 2.4
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2.3.3 indice Fungiostatico (IF)

A partir das medidas dos diametros das colbnias foram realizados os calculos
do indice fungiostatico (IF) para cada amostra em comparagido com 0s controles,
segundo procedimentos descritos por COTA-ARRIOLA et al., 2011. O Indice

Fungistatico (IF) foi obtido pela relacao :
o — R_i
IF= (1 Rc) x 100

Sendo Rc = média dos raios das colénias das amostras do controle e Ri =
média dos raios das col6nias cuja amostra continham quitosana. As medidas foram

realizadas em triplicatas.
2.4 Revestimento de frutas

A partir das definicbes das concentracdes inibitérias obtidas nos ensaios in
vitro, suspensdes de NPQUui-TPP foram preparadas e aplicadas via spray em macas
e goiabas, para avaliacdo do potencial fungiostatico das nanoparticulas na condicéo
pés-colheita, in vivo. Ambos frutos foram escolhidos pela disponibilidade no
mercado, por conter diversos dados na literatura relativos a conservacdo e uso de
coberturas (macas) e por apresentar rapida perecividade (goiabas), o que facilita a
reprodutividade dos ensaios e obtencdo de dados comparativos (HONG et al.,
2012).

Foram selecionadas macas (Malus domestica) da cultivar Gala da marca Dalaio
Alimentos (Vacaria-RS) e goiabas vermelhas (Psidium guajava) da marca Verdin,
produzidas na chacara Santa Luzia (Campinas-SP). As frutas foram adquiridas em
mercado local (S&o Carlos, SP), embora com controle de datas de colheita e
chegada, conforme previamente acordado com o fornecedor, assegurando assim
amostras de um mesmo lote.

Anterior aos ensaios, as frutas passaram por uma selecdo com o objetivo de
garantir uma padronizacdo com respeito a cor e tamanhos, sendo descartadas
aguelas que se apresentavam fora dos padrdes desejados. Um total de 228 frutas foi
selecionado para cada ensaio, sendo 132 macas e 96 goiabas. Esta diferenca é
decorrente das diferentes duragdes das analises realizadas, considerando que

ambas frutas apresentam graus distintos de perecividade.
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As frutas selecionadas foram higienizadas com sanitizante VEROX e esponja

macia e imersas em solucao de hipoclorito de sédio 1% por 20 minutos (Figura 2.5).

Figura 2.5 Processo de Higienizacdo. Macés (a) e goiabas (b) higienizadas com detergente neutro e

imersas em solugdo de hipoclorito de sédio (c e d), antes do processo de selecéo.

Apdés secarem em temperatura ambiente, as amostras foram separadas em 4
tratamentos com 30 magds e 21 goiabas cada, de acordo com as seguintes
condicdes:

Tratamento 1: Macds e goiabas ndo revestidas, sendo este considerado o
controle negativo e identificadas como “M_C-" e “G_C-", respectivamente.

Tratamento 2: Macds e goiabas revestidas com suspensdo de NPQui-TPP
juntamente com uma suspensdo fungica padronizada, sendo este tomado como
controle positivo e identifcadas como “M_C+” e "G_C+”.

Para o estabelecimento da suspensao fungica padronizada foram realizados os
calculos de concentracdo e contagem em Camara de Neubauer para que o numero
de esporos de Penicillium expansum e Alternaria alternata fosse o0 mesmo utilizado
nos ensaios in vitro (1x108 esporos/mL). A suspensédo flingica com esporos de
ambos fungos foi misturada com o volume equivalente de NPQuI-TPP

imediatamente anterior a aplicagédo nas frutas.
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Tratamento 3: Macds e goiabas revestidas com solucdo de quitosana néao
nanoparticulada. Foi empregado o gel de quitosana, cuja sintese consistiu na
solubilizag@o da quitosana em &cido acético 1%, conforme descrito no item 2.1. Este
grupo foi identifcado como “M_Qui” e “G_Qui”.

Tratamento 4: Macéas e goiabas revestidas com NPQui-TPP, sem inoculacéo de
fungos, sendo este o grupo experimental identificado como “M_NPQui-TPP” e
"G_NPQui-TPP”.

O processo de revestimento via spray foi adotado por se tratar de uma técnica
de aplicacdo rapida e uniforme, que utiliza uma menor quantidade de solucdo. A
auséncia de imersao evita a o contato com o0 meio prevenindo contaminacfes e
possiveis alteracdes de seus componentes durante a formacao da cobertura, além
de favorecer uma secagem rapida (BALDWIN, HAGENMAIER & BAIl, 2011).
Aspectos que sao interessantes do ponto de vista do desenvolvimento de um
produto comercial.

Na aplicacdo das nanoparticulas foi utilizado um pulverizador manual de 1L, de
baixa pressédo (Merax, Piracicaba, SP) (Figura 2.6-a). As frutas foram dispostas em
grades de aluminio e revestidas durante 30 segundos em suas superficies
superiores e inferiores. Este tempo de asperséo foi estabelecido com base em testes
preliminares, assegurando a aplicacdo em todas as faces e a formacdo de uma

cobertura uniforme (Figura 2.6-b).

Figura 2.6 — Processo de revestimento por aspersao. (a) Pulverizador manual de pressao (Merax)

utilizado para aplicacdo de Nanoparticulas de Quitosana-TPP em magas (b) e goiabas.
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As amostras revestidas foram secas espontaneamente ao ar e armazenadas
em condi¢cdes ambientais ndo controladas (ao ar em temperatura ambiente média de
25°C e umidade relativa proxima a 50%). As frutas ndo foram conservadas em
camara fria pois o objetivo foi 0 de analisar as respostas em condi¢des similares as
encontradas no comeércio, como supermercados e hortifrutis, nos quais usualmente

ha consideraveis flutuacdes de temperatura, umidade, luminosidade, etc.

2.5 Analises fisico-quimicas

Considerando as diferentes caracteristicas e processo de amadurecimento
das amostras, a caracterizacdo das frutas ocorreu em dias alternados ao longo de
14 dias para as goiabas por um periodo de 20 dias para as mac¢as. As medidas
consistiram em:

Acompanhamento da perda de massa decorrentes da agua eliminada, por
transpiracdo e demais processos metabdlicos. As medidas foram realizadas em
triplicata por pesagem nos dias pré-definidos em balanca analitica AY220
(SHIMADZU, Quioto, Japao);

Evolucdo da textura por meio da medida de firmeza em ensaio de
penetrometria em equipamento Texturbmetro Stable Micro Systems (TA.TX plus —
Texture Analyser). Foi utilizado probe cilindrico de aco inoxidavel de 4 mm de
diametro, com penetragdo de 1cm a uma taxa de 5mm/s, conforme descrito por Pilon
et al., (2015). As frutas foram dispostas perpendicularmente em relacdo a ponteira e
as medidas foram expressas em MPa. Foram realizadas 5 medidas em pontos
diferentes em cada fruta analisada.

Alteracdes colorimétricas ao longo do periodo de amadurecimento, por meio
de leitura em colorimetro Chroma Meter CR-410 (Konica Minolta, EUA). Essa analise
teve como objetivo comparar as alteragfes das cores nas superficies nas diversas
condicdes de revestimentos. Utilizou-se como padrdo a “escala de Hunter”,
composta pelos parametros L*, a* e b* (Cie/Lab), sendo L* o parametro que indica a
luminosidade (numero de fétons), ou seja, a quantidade de luz refletida pela
superficie, variando de zero (preto) a 100 (branco). Ja a* e b* quantificam a
cromaticidade: a* expressa o grau de variacao entre o verde (-a) e o vermelho (+a) e

o b* entre o azul (-b) e o amarelo (+b).
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A partir dos valores numéricos de a* e b* é possivel determinar o Angulo Hue
(°H), que estabelece a tendéncia de alteracao colorimétrica observada na fruta, pela
equacdo tan?! b*/a*. Valores de °H préximos a 0°, 90°, 180° e 270° representam
matizes de cores predominantemente avermelhadas, amareladas, esverdeadas e
azuladas, respectivamente (FERREIRA & SPRICIGO, 2017).

A analise de concentracdo de solidos soluveis (°Brix) foi realizada em
Refratbmetro RX-5000 (Atago, Japan) em 50 g de polpas das frutas previamente
homogeneizadas. A leitura foi conduzida em triplicata na temperatura ambiente.

2.6 Andlise microbioldgica das frutas revestidas e néo revestidas

A microflora das goiabas e macas foi medida a cada 2 dias durante os periodos
de armazenamento de 14 e 20 dias, respectivamente. Amostras de 10g da casca
das frutas foram mergulhadas em solucdo de agua peptonada 1% estéril (Isofar,
Capivari, Rio de Janeiro, Brasil) por 2 min. Foi realizada uma diluicdo em série,
também em peptona estéril 1%, até uma diluicdo final de 103 (PILON et al., 2015).

Aliquotas de 1,0ml das diluicées 10 foram plagueadas em placas de Petri
com meio BDA (HIMEDIA, Byosystems, Curitiba, Brasil), espalhadas com alca de
Drigalski e incubadas, em triplicata, por 3 dias a 25°C. As colbnias foram contadas
com Contador de colonias digital CP-600/1 (TECNAL, Piracicaba, Brasil) e os
resultados expressos em fungéo das unidades formadoras de colonia (UFC/g)

2.7 Andlise Estatistica e Graficos

Os resultados de cada analise foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e tiveram as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), fazendo
uso do software MiniTab Statistical Software (MiniTab®). Graficos de tendéncia

foram gerados pelo programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc).
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Capitulo 3 — Resultados e Discusséao

3.1 Padronizacao da sintese das Nanoparticulas de Quitosana-TPP

A padronizacdo do processo de sintese de nanoparticulas é fator
determinante na garantia da reprodutibilidade das amostras e, consequentemente,
das propriedades finais das particulas obtidas. Intervalos de tamanhos especificos e
em uma distribuicdo regular sdo desejaveis em diversas areas para que aplicacdes
de NPQuI-TPP sejam mais eficazes (SAWTARIE, CAl & LAPITSKY, 2017; TAMER
et al., 2014). De um modo geral, é desejavel que o0 processo gere particulas nas
menores dimensdes possiveis e em uma estreita distribuicdo de tamanhos,
assegurando uma maior area superficial e homegeneidade, de forma que
potencialize as interagdes com o meio no qual estardo inseridas (SORRENTINO,
GORRASI & VITTORIA, 2007).

A dimensao final das nanoparticulas obtidas a partir do método de
geleificacdo é diretamente influenciado por parametros como a forga iénica, o pH do
meio reativo, a proporcdo da quitosana em relacdo ao reticulante TPP, o indice de
agregacdo e o grau de desacetilacdo da quitosana utilizada (SAWTARIE, CAI &
LAPITSKY, 2017). Em especial o grau de desacetilacdo, que é a porporcao de
grupos desacetilados (transformacdo de NHCOOCHs em NH2) na estrutura € um dos
principais fatores que comprovadamente influenciam na atividade antifiungica da
quitosana (TAMER et al., 2014), razéo pela qual a quitosana com 75-85% de grupos
desacetilados foi empregada neste trabalho.

As estruturas desacetiladas imp&em a natureza catibnica pela protonacdo dos
grupos aminos NH2 em NHs* quando em solventes levemente acidos, o que confere
uma distribuicdo de cargas positivas ao longo de sua cadeia elevando assim a
solubilidade da molécula. A presenca de cargas positivas na quitosana confere uma
caracteristica catidnica no polimero, o que incrementa a capacidade de interacéo do
com 0s grupamentos negativamente carregados presentes na parede celular
microbiana (TAMER et al., 2014).

Ademais, parametros experimentais como altura de gotejamento do TPP,
velocidade de agitacdo do meio reativo, centrifugacao e ultrassonicacdo da solucéo
nanoparticulada execem importante influéncia nas caracteristicas finais das

particulas, como tamanho e formato, embora dados referentes as analises das
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variaveis no processo ainda sejam bastante escassos na literatura (TSAI, BAI &
CHEN, 2008; FABREGAS et al., 2013).

Na Figura 3.1 temos a comparacdo dos tamanhos médios das particulas
geradas nas diferentes condi¢cOes experimentais avaliadas. Os resultados indicam
uma reducao dos tamanhos de particulas conforme a altura de gotejamento do TPP
€ elevada, de 5 para 8 cm (H5 e H8, respectivamente) com relacdo a superficie
liquida do gel de quitosana independente das demais variaveis. A velocidade de
agitacdo do meio reativo, de 600 rpm para 1050 rpm e 1500 rpm, também mostrou-
se determinante na geracdo de particulas menores. Particularmente, para a mais
alta rotacdo empregada (V1500 rpm), observou-se as menores dimensdes para

todas as condicdes.
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Figura 3.1 Comparacao entre os tamanhos de particulas obtidas em diferentes condi¢Bes de sintese.

Foram avaliadas variagc6es na altura de gotejamento (H) de 5 para 8 cm em relacdo a superficie do

gel de quitosana, na velocidade (V) de 600 para 1050 e 1500 rpm e nas etapas de sintese: pré-

centrifugacao (PC), sobrenadante (S) e apds ressuspenséo (R).

Adicionalmente, pode-se verificar que, ao compararmos as dimensdes

medidas nas diferentes etapas de sintese, as amostras do sobrenadante (“S”),
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apresentaram tamanhos significativamente menores em relacdo as etapas de pré
centrifugacéo (“PC”) e ressuspendidas (“R”), o que acredita-se estar relacionado ao
processo de centrifugacdo, no qual particulas maiores sofrem maior acao centifuga
e ficam acumuladas no fundo do recipiente, e as menores se mantém na superficie
aquosa.

A tendéncia da geracao de particulas menores quando a reacao ocorre no
meio com maiores velocidades de agitacdo, pode ser atribuida ao favorecimento da
repulsdo eletrostatica que ocorre entre as cargas superficiais positivas das
particulas, e a evidente dificuldade de agregacdo em sob alta agitacdo (FABREGAS
et al., 2013).

Com base nestes resultados experimentais, foram selecionadas inicialmente
as amostras H8 V1050 S, H8 V1500 S e H8 V1500 R, com dimensfes médias de
particulas de 256,4 + 14,0; 132,3 = 9,4 e 340,1 £ 15,9 nm respectivamente (Figura
3.2), para a realizacdo dos ensaios preliminares in vitro de acéo contra os fungos P.
expansum e a A. Alternata. No entanto, observou-se que para um mesmo volume as
concentracdes de quitosana eram diferentes para cada amostra, o que foi atribuido a
eventuais perdas, ou ndo recuperacdo de todas as particulas, no processo de
centrifugacéo e ressuspensdo. Neste sentido, para garantir a concentracao final de
nanoparticulas e, consequentemente de quitosana em suspensdo, optou-se pela
utilizacdo da amostra H8_V1500_PC nao centrifugada.

Ao serem observadas em microscopia eletrbnica de varredura (MEV-FEG),
tem-se que essas particulas, na condicdo pré-centrifugacdo H8 V1500 PC (Figuras
3.2-a e 3.2-b), constituem na dispersao de grandes aglomerados porosos formados
pela agregagédo de particulas menores. A dimensdo média obtida pela analise de
espalhamento de luz (Zeta-sizer) foi de 955,4 + 18,9 nm (Figura 3.2), valor que
reflete o raio hidrodinAmico da amostra, ou seja, 0os aglomerados sao lidos como
uma unica particula (JONASSEN, KJZNIKSEN & HIORTH, 2012). Mas pelo registro
fotografico da Figura 3.2-b, observa-se a agregacédo de mdultiplas particulas menores,
com diametros individuais proximos a 117,3 £ 49,3 nm como serd apresentado
adiante. Dimens0@es essas similares ou até menores as obtidas quando submetidas

a centrifugacgéo (Figura 3.2-c) e a ressuspensao (Figura 3.2-d).



46

X10,000 WD 3.0mm 1um | S SEI 20kvV  X150,000 WD 3.0mm 100nm

*

2.0kV X15,000 WD 2.9mm Tum

X30,000 WD2.7mm 100nm | EMBRAPA Y SEM SEI 20kV  X100,000 WD3.0mm 100nm

2.0kV

Figura 3.2 Imagens de MEV-FEG de NPQuIi-TPP em diferentes etapas de sintese: (a; b) amostra
pré-centrifugacdo (H8 V1500 PC); (c) no sobrenadante (H8 V1500 S), (d) ressuspensas
(H8_V1500_R); (e; f) apos ultrassonicacéo (H8_V1500_PC).

Para promover a ruptura desses aglomerados e tornar as particulas
adequadas para o objetivo deste trabalho, suspenstes de H8 V1500 PC foram
entdo submetidas a ultrassom durante 2 min com amplitude de 30%, o que resultou
na desagregacdo das particulas (Figuras 3.2-e e 3.2-f). Nestas condi¢bes, as
nanoparticulas obtidas apresentam parametros dentro dos valores desejaveis de
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cargas, dispersdo e homogeneidade de formatos e tamanhos, conforme dados

graficamente comparados na Figura 3.3, segundo valores obtidos por Zeta-sizer.
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Figura 3.3 Tamanhos e dispersdo das particulas na sintese H8 V1500 _PC, anterior e ap6s a
ultrassonicacao, confirmando a desagregac¢éo das particulas. Valores de potencial zeta (mV) e indice
de polidispersividade (PDI) também sao assinalados.

Antes da ultrassonicacéo os aglomerados apresentavam tamanhos médios de
955,4 + 18,9 nm, potencial zeta de + 28,4 mV + 5,2 e indice de Polidispersividade
(PDI) de 1, que é considerado alto, indicando baixa homogeneidade de tamanhos e
elevada presenca de aglomerados. Apds a ultrassonicacdo, as nanoparticulas
desgregadas apresentaram tamanhos médios de 117,3 + 49,3 nm, potencial zeta de
+ 20,96 mV * 3,79 e uma significativa reducdo da polidispersividade, PDI de 0,19 +
0,04 o que indica alta homogeneidade dos tamanhos na suspensao, que pode ser
depreendido pelo estreitamento da Gaussiana de distribuicdo da Figura 3.3.

Como ja apresentado (Item 1.6.1), particulas com dimensfes reduzidas sao
capazes de interagirem mais facilmente e penetrarem isoladamente na parede
celular fungica e, com isso, potencializar sua atividade antimicrobiana. Em estudo
conduzido por TAMER et al.,, em 2014, ficou evidente que particulas com diametros
de 260 nm e, portanto maiores que as obtidas neste trabalho, ja se mostram
capazes de penetrarem nas células fungicas e inibir o crescimento de fungos como o

P. expansum, R. stolonifer e B. cinerea, o que leva a inferir que as nanoparticulas de
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117,3 nm sintetizadas no presente trabalho podem resultar em acfBes mais
eficientes.

No trabalho de Esmaeilzadeh-Gharedaghi e colaboradores, foram avaliados
diversos tempos e amplitudes de ultrassonicacdo, indicando que existe um ponto
critico a partir do qual o aumento da duracdo do processo de ultrassonicacdo néo
promove reducdes adicionais de tamanho (ESMAEILZADEH-GHAREDAGHI et al.,
2012). Este limite tem sido atribuido as diferentes forcas de interacdo responsaveis
por manter a unido das particulas em um agregado. A medida que a ultrassonicagéo
inicia, esta é capaz de romper as ligacdes fracas, mas o aumento no tempo do
processo ndo garante a quebra das ligacbes mais fortes (TANG, HUANG & LIM,
2003; TSAI, BAI & CHEN, 2008; ESMAEILZADEH-GHAREDAGHI et al., 2012).

Com um aumento da amplitude ultrassonica, as ligagOes fortes poderiam ser
rompidas. No entanto, esse aumento pode elevar significativamente a ocorréncia de
cavitacoes (geracdo e colapso de bolhas no meio) que reduzem ou perturbam a
propagagcdo da transmissdo de energia, diminuindo o efeito de desagregacao
desejado (TANG; HUANG; LIM, 2003). Adicionalmente, o aumento da amplitude
e/ou do tempo de ultrassonicacdo pode ocasionar acréscimo da temperatura e, no

caso de biomaterias, sua degradacao térmica.

3.2 Caracterizagcdo das Nanoparticulas de Quitosana-TPP

3.2.1 Ensaio de estabilidade

Com o intuito de avaliar o tempo e o padréo de agregacéo das suspensdes de
NPQUuIt-TPP e, desta forma, estimar sua estabilidade, as variacbes de tamanhos,
potencial zeta e indice de polidispersividade (PDI) foram avaliadas ao longo de 30
dias, cujos resultados podem ser acompanhados nos gréaficos da Figura 3.4.

Como ja observado por microscopia, é confirmado a aglomeracgdo temporal
das NPQUuIi-TPP, formando agregados de maiores dimensdes, com aparente
estabilizacdo apdés o vigésimo dia (Figura 3.4-a). O acompanhamento das
dimensbes médias indica a variagdo do didmetro hidrodindmico inicial de 117,31 nm
para 1.773 nm em um periodo de 30 dias, ou seja, um aumento de cerca de 15

VEeZes.
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—— Sem US
—— Com US

Figura 3.4 Parametros relacionados a estabilidade de suspensdes de nanoparticulas de Quitosana-
TPP em funcdo do tempo. Medidas de a) Tamanho de particula; b) Indice de Polidispersividade (PDI)
e c¢) Potencial Zeta, ao longo de 30 dias em nanoparticulas submetidas ou ndo a ultrassonificacdo

(US).
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As NPQUuI-TPP gquando submetidas a ultrassom (em azul), apresentaram
maior estabilidade com menor tendéncia a agregacdo, com alteracdes de tamanhos
proporcionalmente menores, entre 117,3 nm para 264,2 nm, ap0s o trigésimo dia, o
que representa um aumento de cerca de 2,25 vezes, consideravelmente inferior as
amostras nao sonicadas.

Com relacéo a variacdo no Indice de Polidispersividade (PDI) (Figura 3.4-b),
as medidas para ambas amostras foram coerentes com os resultados de variagao
de tamanho. As particulas ndo sonicadas acusaram um aumento de cerca de 3
vezes (PDI de 0,31 para 0,91), confirmando a alta tendéncia de aglomeracdo ao
longo do tempo, formando uma suspensdo caracterizada pela dispersdo de
particulas de tamanhos variados em uma distribuicdo irregular (normalmente
polimodal), enquanto as submetidas a ultrassonificagdo, o aumento medido foi de de
0,31 para 0,54 ap6s 30 dias, indicando também a ocorréncia de certa aglomeracéao,
embora dentro de um intervalo de distribuicdo de tamanhos bem mais estreito, o que
€ desejavel para a aplicacdo em questao.

Em relacdo ao potencial Zeta (Figura 3.4-c), foram observadas alteracdes nos
valores iniciais de +20,96 (mV) para +23,73 (mV) e 0,00 (mV) nas leituras das
amostras submetidas e ndo submetidas a ultrassonificacdo, respectivamente. Ou
seja, para as amostras submetidas a ultrassonificacdo, a variacdo dos valores de
Potencial Zeta ndo apresentou diferencas significativas em relacdo ao primeiro dia
de analise, mantendo assim praticamente inalterada a capacidade de repulsdo entre
as particulas ao longo do periodo. Nas amostras ndo submetidas ao processo,
houve uma tendéncia notavel de diminuicdo nos valores, chegando préximos a zero
a partir do quarto dia de analise, confimando a menor estabilidade nestas condic¢des.

O Potencial Zeta é a medida do potencial elétrico presente no plano
hidrodindmico de cisalhamento da particula (interface com o solvente), e quanto
mais alto seu valor, maior serd a respulsdo eletrostatica entre as particulas
mantendo-as assim dispersas em solucéo, o que configura indicativo da estabilidade
da suspensdo (BHATTACHARJEE, 2016). Valores de potencial zeta préximos ou
superiores a -30 mV ou +30 mV sdo, na maioria dos casos, considerados como
sistemas altamente estaveis (KASZUBA et al., 2010; PATEL & AGRAWAL, 2011;
BHATTACHARJEE, 2016). Potencial zeta igual a zero € denominado “Ponto
Isoelétrico da Suspensao” e representa a situacdo na qual a suspensao atinge sua
méaxima instabilidade (WATSON; TUZINSKI, 1989).
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Pela comparacéo dos parametros de tamanho, polidispersividade e potencial
zeta, pode-se inferir que o emprego de ultrassonificacdo, apos a sintese das
nanoparticulas, consiste em uma técnica simples, que ndo apenas dispersa mas
assegura a estabilidade da suspenséo nanoparticulada. Cabe salientar que embora
existam outras estratégias apresentadas na literatura para a reducdo da tendéncia
de agregacdo, como o0 uso de solventes salinos (JONASSEN; KJZNIKSEN &
HIORTH, 2012) e processo de liofilizacdo pds-sintese (CHACON et al., 1999), estas
ndo sao consideradas adequadas a aplicacdo de nanoparticulas em alimentos.

O uso de meios salinos é empregado para elevar a condutividade do meio e
a densidade de cargas superficiais. Este processo além de instavel pode gerar
alteracbes de sabor em aplicagdes topicas em frutas (DEVLIEGHERE,
VERMEULEN & DEBEVER, 2004). A liofilizacdo de nanoparticulas poliméricas
dificilmente recupera suas caracteristicas iniciais apos a ressuspensao (CHACON et
al., 1999), o que invibiliza a reprodutibilidade em aplicacdes na forma de spray.

Assim, considerando o conjunto dos parametros operacionais da técnica de
geleificacdo ibnotropica avaliados e as caracteristicas das particulas geradas,
define-se as condicdes mais adequadas para a sintese de nanoparticulas de
quitosana-TPP, para o objetivo de emprego como agente antifingico, as seguintes:
gotejamento de TPP na razdo de 1 mL/min na concentracdo de 0,05% a uma altura
de 8 cm em relacdo a superficie do gel de quitosana (10g/L em acido acético a 1%),
em uma velocidade de rotacdo do meio reagente em 1500 rpm, seguido de
ultrassonicacdo com 30% de amplitude durante 2 min. Tais condicbes garantem
homogeneidade de distribuicdo de tamanhos e reprodutibilidade sem a necessidade

de processos adicionais.

3.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A andlise da quitosana pura e da reticulada com TPP, por meio de
espectroscopia de FT-IR, permite a caracterizacéo estrutural individual bem como a
inferéncia dos diferentes tipos de ligagdes que ocorrem entre o polimero e o TPP,
indicando quais grupos funcionais que preferencialmente participam das interacdes
na formacdo das nanoparticulas. Os espectros da quitosana pura, do TPP e das
NPQUuI-TPP estdo dispostos na Figura 3.5.
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Figura 3.5 Espectros de FT-IR da Quitosana e das NPQui-TPP liofilizadas.

A quitosana apresenta espectro de absorbancia com picos caracteristicos de
materiais polissacaridicos. Em comprimentos de onda préximos a 3400 cm, as
bandas de absor¢éo sao atribuidas ao estiramento dos grupos hidroxila, juntamente
com vibracBes sobrepostas do estiramento N-H da amina primaria e amida Il. Entre
3000 e 2800 cm™ estdo as bandas resultantes das vibragées C-H; em 1150 cm™ e
1075 cm? estdo as referentes ao estiramento assimétrico do C-O e do C-O-C,
respectivamente. O duplete assinalado em 1570 cm™ é atribuido as vibracdes da
posi¢cdo C2 do grupo amino NH2 (PAPADIMITRIOU et al., 2008; ANTONIOU et al.,
2015).

No espectro referente ao TPP encontramos duas principais regides com
bandas intensa em 1200 cm™, que séo ser atribuidas a estiramento P=0 e em 890
cm?, relacionadas a ligacGes dos grupos fosfato P-O e P-O-P (ANTONIOU et al.,
2015).

Como resultado da reticulagdo desses dois polimeros (quitosana-TPP), o
espectro resultante obtido nas amostras de nanoparticulas, indica a manutencéo de
diversos grupos identificados em ambos, com algumas alteragbes importantes nas
posicdes e intensidades das vibracdes. As vibracdes referentes aos fosfatos da TPP

(em 1200 e 890 cm) sdo fortemente reduzidas e parcialmente sobrepostas pela
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banda dos grupos C-O-C da quitosana. A principal mudanca se da na vibracdo em
1530 cm, correspondente aos grupos amino protonados da quitosana (NHs*), com
alteracdo no carater de absorbancia, o que configura uma complexacdo entre os
dois materiais. Ou seja, as andlises por espectroscopia de infravermelho confirmam
gue interacOes de carater idnico, entre a quitosana e o tripolifosfato de soédio, séo o
mecanismo formador das nanoparticulas por geleificacdo (PAPADIMITRIOU et al.,
2008; ANTONIOU et al., 2015).

3.2.3 Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A Termogravimetria (TG), é considerada uma técnica eficiente para a avaliagdo
da estabilidade estrutural de um material através da andlise de seu comportamento
térmico e que vem sendo empregada com frequéncia em analises de nanoparticulas
(AOUADA, 2009; LOREVICE et al., 2012; MARTELLI. et al. 2013).

Os resultados das analises realizadas nas amostras de H8 V1500 _PC indicam
certa similaridade entre as curvas de degradacdo da quitosana pura e das
nanoparticulas (Figura 3.6-a). De maneira geral, o primeiro estagio de decomposicao
para ambos materiais ocorre em temperaturas proximas a 80 °C, correspondente a
uma perda de massa de cerca de 8% para a quitosana pura e em torno de 12% para
o material nanoparticulado. Essas perdas correspondem a evaporacdo da agua
residual fracamente ligadas aos grupos hidroxilas da matriz. A partir da
desidratacdo, as respostas térmicas se diferenciam, com uma répida degradacao
para NPQUuIi-TPP a partir de 162 °C e uma estabilizacdo estrutural da quitosana até
230 °C. Em 300 °C a perda de massa de ambos sdo correspondentes, com uma

reducédo de 43% com respeito a massa inicial.
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Figura 3.6 Resultados da caracterizacdo térmica da Quitosana pura e das Nanoparticulas de
Quitosana-TPP. a) Curvas de termogravimetria (TG); b) Termogramas de Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC).

A partir desta temperatura tem-se o inicio de processos de reac¢des oxidativas e
hidrolises levando a despolimerizagcéo das cadeias. Registra-se perdas rapidas para
a quitosana, até pirolise total em torno de 570 °C e uma maior estabilidade para o
material entrecruzado com degradacbes menos acentuadas, chegando a uma
massa residual de 26% em 800 °C. As diferencas de massas encontradas ao final do
ciclo térmico associadas ao perfil em que ocorrem as degradacfes indicam um
consideravel efeito estabilizante da reticulacdo com o TPP, em comparacdo com o

polimero puro.
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Andlises complementares realizadas por Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC), auxiliam na interpretacdo das transformacdes térmicas que ocorrem em
ambos materiais. Os termogramas relativos as variacdes de fluxo de calor nas
amostras (Figura 3.6-b) descrevem um perfil térmico similar com picos endotérmicos,
a 105 °C para a quitosana e 155 °C para o sistema NPQUuIitTPP, temperaturas nas
quais toda a umidade é removida das amostras. Nesta regido ocorrem também o
inicio da despolimerizacdo pelo rompimento das ligacdes entre as aminas e acetil-
aminas com as unidades monoméricas de glicose na quitosana (ZAWDZKI &
KACZMAREK, 2010).

O deslocamento e alargamento do pico endotérmico observado para as
nanoparticulas devem-se a presenca dos grupos fosfatos do TTP, que séo
altamente hidrofilicos e se ligam com a agua de forma mais intensa, requerendo
assim um aumento da temperatura para que o rompimento das ligacdes de
hidrogéneo, estabelecidas entre as unidades OH dos fosfatos e os grupos amina da
quitosana, ocorram e a desorcdo da 4gua seja mais efetiva (Zawadzki & Kaczmarek,
2010).

Com o aumento da temperatura ocorre a inversado do fluxo com aparecimento
de um pico exotérmico em 260 °C para a NPQUuIitTPP, decorrente da degradacao
estrutural das ligacGes simples entre os fosfatos, e a 308 °C para a quitosana, que
esta relacionado com a decomposicao estrutural, principalmente com o rompimento
das ligacdes glicosidicas, que sdo covalentes e compativeis com temperaturas mais
elevadas de despolimerizacdo (BREDA et al., 2017) . A partir desses valores, ambos

0S materiais seguem para uma total decomposicéao pirolitica (carbonizacéao).

3.3 Avaliagéo do potencial antifungico das Nanoparticulas de Quitosana-TPP

3.3.1 Ensaio de Concentragdo Minima Inibitoria (MIC)

O ensaio de Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) foi realizado através de
diluicbes em meio liquido com o intuito de definir as concentracdes minimas das
suspensdes de NPQuIi-TPP que atuem positivamente na inibicdo do crescimento
fungico, inicialmente em condic¢des in vitro. A Figura 3.7 ilustra 0os aspectos visuais
dos tubos nas diversas concentracfes de nanoparticulas referentes ao crescimento

dos fungos A.alternata e P.expansum, no primeiro e no sétimo dias de interacgéo.
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Figura 3.7 Ensaio de Concentracdo minima inibitéria (MIC). Crescimento de A. alternata e P.
expansum no 1° e no 7° dias de ensaio dos tubos controle A (Meio BDB+ Acido acético + TPP); B
(Meio BDB + Suspenséo fangica); C (Meio BDB + Ac. Acético + TPP) e D (Meio BDB + Suspens&o de
Nanoparticulas de Quitosana-TPP) e tubos experimentais, em diferentes angulos, com nanoparticulas
de Quitosana-TPP com concentra¢des de 1 a 10 g/L.

A auséncia de crescimento nos controles A e D, sugere que ndo houve
contaminagdo cruzada no experimento e que ndo havia contaminagdo fungica
anterior ao inicio do ensaio nas NPQui-TPP. Como esperado, houve crescimento
nos tubos do grupo B, utilizado como controle positivo, ha comparacdo com 0s
demais grupos.

O grupo controle C foi montado com o intuito de confirmar que a atividade
antifingica observada pelas NPQui-TPP deve-se unicamente a acdo da quitosana e
ndo dos demais compostos utilizados em sua sintese (acido acético e TPP).
Portanto, o grupo C foi composto somente pelo meio de cultivo BDB, suspenséo
fungica padronizada, acido acético e o TPP e, como foi registrado crescimento
fungico nestes tubos, pode-se inferir que o TPP e o acido acético ndo apresentam
efeito inibitério ao crescimento de P. expansum e A. alternata, sendo assim a
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atividade antimicrobiana observada nas NPQUui-TPP dependente somente da
quitosana.

Embora a Figura 3.7 apresente tubos com concentra¢des de nanoparticulas até
10 g/L, as proporcdes testadas foram de até 25 g/L. A partir de 7 g/L contudo, ndo
foram observados crescimentos aparentes para ambos os fungos, permitindo um
afunilamento experimental para a proxima etapa de analise microbiolégica. Estes
tubos se mantiveram com o aspecto similar ao controle negativo (Controle “A”), n&o
sendo observadas alteracdes perceptiveis em sua turbidez, diferentes das
suspensdes com concentracdes menores de 7 g/L de quitosana, nos quais 0
aumento de turbidez fica evidente, indicando o crescimento dos microrganismos ou
de colbnias em formagéo.

Definiu-se assim uma concentracdo minima inibitéria (MIC) em meio aquoso de

7 g/L de NPQUuI-TPP, a partir da qual o crescimento de ambos fungos foram inibidos.

3.3.2 Crescimento Radial em meio sélido

Para a avaliacao da atividade em meio sélido, os aspectos dos crescimentos
foram acompanhados em placas de Petri em meio basico BDA, em diferentes
concentracbes de NPQui-TPP. Na Figura 3.8 estdo apresentadas imagens
caracteristicas do crescimento fungico e os valores dos diametros finais das col6nias
apresentados na Tabela 3.1.

Em relagcdo aos controles, os resultados repetem os obtidos em meio liquido,
sendo observados crescimentos fangicos somente nos controles B e C. Embora nos
testes de diluicho em meio aquoso a concentracdo minima inibitoria (MIC) de
nanoparticulas tenha sido de 7 g/L para ambos os fungos inoculados, no Ensaio de
Crescimento Radial em meio solido, os resultados divergiram. Houve uma tendéncia
de diminui¢cdo do crescimento, inferida através da reducdo dos tamanhos de suas
colénias, com o aumento da concentracdo das NPQui-TPP até a auséncia total de
crescimento, 0 que ocorreu nas placas nas concentracdes de 8 g/L para A. alternata
e 9 g/L para P. expansum. A necessidade de maiores teores de quitosana para uma
inibicdo eficiente em meio solido era esperada e se deve ao fato de as particulas
apresentarem menor mobilidade no gel, o que reduz a probabilidade de contatos

superficiais entre a quitosana e a estrutura dos fungos.
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Uma excecao nesta tendéncia de reducdo das colbnias com o aumento do
teor de nanoparticulas ocorreu nas placas com concentracdo de NPQUui-TPP de
4g/L, nas quais foram observados um maior crescimento em relacdo as placas de
1g/L. Este crescimento pode ser atribuido, possivelmente, ao fato de que a
quitosana, até certa concentracdo, serve como fonte de carbono para estes
microrganismos, conforme resultados anteriores ja publicados para ensaios
realizados para diversos outros fungos (LI et al., 2008; BOONLERTNIRUN,
BOONRAUNG & SUVANASARA, 2017; DA SILVA et al., 2019).

A pequena diferenca entre os valores de MIC encontrados para os dois
fungos avaliados também era esperada, considerando que a sensibilidade a
quitosana € dependente da composicao estrutural de cada espécie (GOY; MORAIS
& ASSIS, 2016). Um exemplo desta relacdo € a quantidade de &cidos graxos
insaturados, que € proporcional a sensibilidade do microorganismo a quitosana,
provavelmente por influenciar na interacdo entre a parede celular e 0s grupos
positivamente carregados da quitosana (VERLEE, MINCKE & STEVENS, 2017).

Uma das dificuldades normalmente encontradas na interpretacdo dos
resultados de analises antifungicas envolvendo quitosana consiste em dimensionar
os efeitos de parametros intrinsecos, como o0s decorrentes dos processos de
obtencdo do material, pH, temperatura, massa molar, grau de desacetilacdo e a
fonte de extracdo da quitina. Estes parametros interferem nas caracteristicas finais
do material, alterando, em maior ou menor grau, suas atividades antimicrobianas, o
gue reflete nos valores de Concentracdo Minima Inibitéria (MIC), assim como as
caracteristicas biolégicas das linhagens de fungos, que também respondem
distintamente as interacdes (VERLEE, MINCKE & STEVENS, 2017).

De um modo geral, pode-se afirmar que baixas concentracdes a quitosana
podem atuar como um estimulo para o crescimento flngico e a partir de uma
determinada concentracdo (em nosso caso, 8 e 9 g/L), passa a ter efeito
fungiostatico ou mesmo fungicida (TAMER et al., 2014), como sera definido nos

ensaios a seguir.
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Figura 3.8 — Ensaio de Crescimento Radial. Crescimento de A. alternata e P. expansum no 1° e no ultimo dia de ensaio nas placas
controle A (Meio BDA+ Acido acético + TPP); B (Meio BDA + Suspens&o flngica); C (Meio BDA + Ac. Acético + TPP) e D (Meio
BDA + Suspensao de Nanoparticulas de Quitosana-TPP) e placas do grupo experimental com nanoparticulas de Quitosana-TPP
com concentracfes de 1 a 10 g/L.
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Os valores com os diametros finais das colonias e os respectivos valores dos

indices Fungiostaticos, conforme estimados pelo procedimento descrito no Item

2.3.4, estao dispostos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Valores dos diametros finais das colonias e indices Fungiostaticos (IF)
do Ensaio de Crescimento Radial. Crescimento de A. alternata e P. expansum.
Controle A (Meio BDA+ Acido acético + TPP); B (Meio BDA + Suspensao flingica);
C (Meio BDA + Ac. Acético + TPP) e D (Meio BDA + Suspensio de Nanoparticulas
de Quitosana-TPP) e placas experimentais com nanoparticulas de Quitosana-TPP
com concentracdes de 1 a 10 g/L.

Alternaria alternata

Penicillium expansum

Amostras Diametro indice Diametro final indice
final da Fungiostatico da colbnia Fungiostatico
colénia (%) (20° dia) (cm) (%)

(7° dia) (cm)

Controle A 0,00 ¢d - 0,00 ¢ -

Controle B 4,33+ 0,29 2P - 4,23+0,46 P B

Controle C 3,63 + 0,65°¢ - 421+0,21° -

Controle D 0,00 ¢d - 0,00 ¢ -

1g/L 4,34 +0,292 | -0,31+6,70°¢ 457 +0,11° -7,71+£2,71°¢
4 g/L 4,71+0,662 - 8,80+ 15,18 °¢ 5,11+0,092 -20,29 + 2,36 ¢
5g/L 3,21+0,11°¢ 25,93+ 2,32° 5,27 +0,06 2 -24,22+1,364
6 g/L 3,13+0,06 ¢ 27,47+ 1,34° 4,34 +0,15° -2,20+3,60°¢
7 g/L 2,87+0,15°¢ 33,64 +3,54° 3,12+0,19°¢ 26,89 +4,72°
8 g/L 0,004 100+04?2 290+0,15°¢ 32,39+361°
9g/L 0,00 ¢ 100+0°2 0,00 ¢ 100+0¢2
10 g/L 0,004 100+07?2 0,00 ¢ 100+0¢2

Letras diferentes na mesma coluna indicam que hé diferenca estatisticamente significativa

(Tukey, p <0,05).

Os resultados apontam para diferencas estatisticamente significativas na

comparacao do crescimento de ambos fungos avaliados. Os valores negativos de IF

apresentados nas concentracdes de 1 e 4g/L de NPQui-TPP, para A.alternata e de

1, 4,5 e 6 g/L para P. expansum evidenciam que, nestas concentracdes, houve um

crescimento e ndo a inibicdo comparativamente ao Controle B, utilizado como

referéncia, indicando a ineficiéncia dessas concentracdes de nanoparticulas na

inibicdo do crescimento em meio solido.

Para A. alternata, as concentracoes de 6 e 7 ¢g/L levam a crescimentos

intermediarios com valores de IF em 27,47 e 33,64%, respectivamente. Ja para o P.
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expansum foram obtidos valores de IF entre 26,89 e 32,39 % para 7 e 8g/L de
NPQUuI-TPP, respectivamente. A partir da concentracdo de 8g/L para A. alternata e
9g/L para P.expansum ndo houve crescimento fungico mesmo apds 20 dias de
ensaio e, com isso, e o indice fungistético atinge seu maximo valor com inibicdo de
100% do crescimento.

Embora, como apresentado, os exatos mecanismos pelos quais ocorrem essa
atividade antifngica sejam ainda objetos de investigacdo, as principais hipéteses
sugerem que a acao esteja relacionada a interacfes eletrostaticas superficiais que
promovem trocas idnicas e resultam em instabilidade e fragmentacdes estruturais da
membrana. Estas lesdes comprometem a permeabilidade da parede celular,
gerando um desequilibrio osmético com perdas dos fluidos intercelulares, além de
outros mecanismos que ocorreriam simultaneamente, decorrentes da penetracéo
das particulas no microrganismo (GOY; BRITTO; ASSIS, 2009; AZEREDO et al.,
2018).

Estudo conduzido por TAMER et al. 2014, indica também que a acdo de
inibicdo do crescimento das hifas pode ser decorrente de uma alteragcdo do pH
plasmatico provocada pela quitosana, relacionada a diminuicdo da atividade da
enzima H*ATPase, que provocaria acumulos de prétons no meio intracelular,
resultando na inibicdo do fluxo quimiosmotico (responséavel pelo transporte de H* e
K*). Esse desequilibrio levaria a uma desorganizacdo do citoplasma, retracdo da
membrana plasmatica e consequente perda do conteudo intracelular.

Por sua vez, YOUNES et al. 2014, relacionam a a¢édo da quitosana a reducao
do crescimento hifal e a interferéncia na producdo de esporangios e liberacdo de
zoosporos. Ou seja, tem sido atribuida a quitosana uma atividade multifatorial, cujas
acOes ocorrem de forma isolada ou conjuntamente, inibindo o crescimento ou

mesmo acarretando na morte do microrganismo.
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3.4 Revestimento e caracterizacao de frutas com Nanoarticulas de Quitosana-
TPP

3.4.1 Perda de Massa

A manutencdo do teor de agua em frutas e hortalicas é fundamental a sua
conservacao. A agua é o maior constituinte celular e 0 meio no qual a maioria das
reacfes bioquimicas essenciais ocorrem. A transpiracdo € a responsavel pelas
maiores perdas de liquidos, seja pela por evaporacdo através da superficie ou pela
difusdo das moléculas entre os espacos intercelulares para o0 meio externo
(THOMPSON et al., 1998; DIAZ-PEREZ, 2019;).

Antes da colheita, a transpiragcdo € um processo vantajoso que, além de
promover o resfriamento do fruto, gera um gradiente que permite que a agua e
nutrientes presentes no solo sejam captados, o que faz com que ocorra um equilibrio
em seu contetido hidrico total (ASSIS & DE BRITTO, 2014; DIAZ-PEREZ, 2019).

Apés a colheita, a perda de 4gua ocasiona a desintegracdo da membrana
celular e o extravasamento de solutos que, por consequéncia, gera alteracoes
irreversiveis nas caracteristicas sensoriais, como diminuicdo da firmeza,
murchamento, perda de brilho e alteracdes na cor e sabor. O conjunto desses efeitos
sao resultados do processo de senescéncia e aceleram a degradacéo do fruto (BEN-
YEHOSHUA & RODOQV, 2003).

Um dos objetivos da aplicacdo de biopolimeros na formacdo de uma
cobertura comestivel, € o de formar uma barreira transparente e semipermeavel que
seja capaz de reduzir as taxas de respiracao, transpiracéo e, desta forma, minimizar
as perdas de agua ( LEE et al., 2003; ASSIS & DE BRITTO, 2011; AZEREDO et al.,
2018).

A aplicacdo da quitosana e de suas nanoparticulas nas frutas em andlise
neste trabalho (macds e goiabas), indicaram acdo de barreira ao transporte de
umidade, conforme observado pelas taxas de perda de massa, dispostas na Figura
3.9, expressas em porcentagem em relacdo a massa inicial e comparadas com

amostras referencias sem coberturas: M_C- para macéas e G_C- para goiabas.
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Figura 3.9 Analise de perda de massa. Curvas de porcentagem de perda de massa de a) magés e b)
goiabas durante 18 e 15 dias, respectivamente. Frutas sem cobertura: M_C- e G_C-. Frutas
revestidas e inoculadas com suspensdo de esporos (A. alternata e P. expansum): M_C+ e G_C+.
Frutas revestidas com aspersdo de nanoparticulas: M_NpQui-TPP e G_NpQUui-TPP (sem inoculagéo
de fungos) e amostras referéncias, revestidas por com gel de quitosana: M_Qui e G_Qui. Letras
diferentes ao lado dos nomes das amostras indicam que ha diferenca estatisticamente significativa
(Tukey, p <0,05).

Todas as amostras apresentam perdas continuas ao longo do tempo de
estocagem com comportamento linear crescente. Para as macas, as maiores taxas
de perda de massa, ao final dos 18 dias de acompanhamento, foram registradas nas
amostras M_C+ (12,58%), grupo de frutas este que representa o controle positivo

(inoculadas com fungos). O controle negativo (M_C-), apresentou reducdes
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similares, de 11,97% (Figura 3.9-a). Maiores taxas de perda de massa comparativas
para esses grupos eram esperadas, jA que o0 controle negativo ndo apresenta
nenhum tipo de revestimento e, portanto, ndo apresenta nenhuma barreira adicional
limitante as trocas gasosas com o meio externo (ASSIS & DE BRITTO, 2014).

Ja o controle positivo (M_C+), embora seja de amostras revestidas, foi
avaliado apoOs inoculacdo com A. alternaria e P. expansum. Estas frutas
apresentaram maiores perdas de massa, o que foi atribuido a infestacéo fungica que
promove danos no epicarpo elevando a taxa respiratGria e, consequentemente, a
uma maior perda de agua (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2012; TAMER et al., 2014;
PILON et al., 2015).

As amostras de macds revestidas com a suspensdo de nanoparticulas
(M_NpQUuIi-TPP), e quitosana ndo nanoparticulada (M_Qui), apresentaram taxas de
perdas significativamente menores em relacdo aos grupos controle, com valores de
7,66% e 9,71% respectivamente. Estas diferencas tornaram-se mais relevantes a
partir do 14° dia de andlise, evidenciando o efeito de barreira proporcionado pela
cobertura de quitosana.

J& no experimento com goiabas, as frutas do controle (G_C- e G_C+), foram
descartadas apés 6 dias do inicio das medidas. As goiabas apresentam elevada
senescéncia com rapido apodrecimento, evidenciada por perdas marcantes de
consisténcia, escurecimento intenso e crescimento de microrganismos fangicos,
mesmo na auséncia de inoculacdo prévia.

Em contrapartida, as goiabas revestidas (amostras G_Qui e G_NpQui-TPP),
tiveram as taxas de amadurecimento reduzidas, conservando razoavel integridade
que permitiram a analise ao longo de 14 dias. Embora as perdas de massa sejam
superiores as das macas apods duas semanas, as coberturas proporcionaram um
aumento na vida atil (em condi¢cbes de temperatura e umidade ndo controladas), de
8 dias a mais, em comparagdo com as ndo revestidas. Nos grupos de goiabas
revestidas, G_Qui e G_NpQUui-TPP, as taxas de perda de massa foram de 24,91 e
18,91%, respectivamente (Figura 3.9-b).

Durante os primeiros 6 dias, em todos os quatro grupos avaliados ndao houve
diferencas significativas entre as taxas de perda de massa. Todos apresentavam
valores proximos a 8%, embora fosse evidente a diferenca nas caracteristicas

instrumentais das frutas, como sera apresentado nas analises de textura e cor.
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Ainda que seja um material com carater hidrofilico, com sitios de alta
polaridade devido a presenca de grupos amino e acetamido (ASSIS & DA SILVA,
2003), o efeito protetor de coberturas de quitosana, como barreira redutora da perda
de agua e manutencdo da firmeza, tem sido amplamente descrito na literatura em
frutas como morango (HAN et al., 2004), mamao (DOTTO, VIEIRA & PINTO, 2015),
manga (CHIEN, SHEU & YANG, 2007), maca (ASSIS & PESSOA, 2004), e péra
(XIAO et al., 2010). Diversos outros trabalhos descrevem demais efeitos benéficos,
como a diminuicdo do escurecimento, inibigdo do crescimento microbiano e a
manutencdo de polifendis e vitaminas, mesmo quando utilizada em suspensdes nao
nanoparticuladas (HAN et al., 2004; ASSIS & DE BRITTO, 2014; PASQUARIELLO et
al., 2015; PETRICCIONE et al., 2015a; KAYA et al., 2016).

O revestimento por quitosana consiste na formacdo de uma pelicula fina (com
espessuras variando de microns a nandémetros), transparente, invisivel a olho nu,
formada pelo estabelecimento de ligacbes entre o epicarpo e 0 material
polissacaridico. Tais ligacdes garantem a razoavel estabilidade da cobertura, mesmo
quando submetidas a procedimentos convencionais de lavagem (YIEN et al., 2012;
ASSIS & DE BRITTO, 2014).

Os resultados do presente trabalho indicam que, embora ambas formas de
quitosana avaliadas sejam eficientes em diminuir as taxas de perda de massa de
macas e goiabas, as nanoparticuladas (NPQui-TPP) apresentaram um maior efeito
protetivo. Esta maior eficiéncia, provavelmente esta relacionada ao menor tamanho
da particula e consequentemente maior area superficial, associada a uma

distribuicdo mais homogénea proporcionada pela aplicacdo por asperséao.

3.4.2 Analise de Firmeza

As medidas da variagdo da firmeza nas amostras, realizadas por andlise de
penetrometria estdo representadas na Figuras 3.10. Por apresentarem composi¢coes
e estruturas distintas, é esperado que haja diferencas nos padrdes de alteracdo de
firmeza entre as macgas e as goiabas. Na Figura 3.10-a temos a variagao na firmeza
de macas, conforme medidas realizadas em dias alternados ao longo de 18 dias.
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Figura 3.10 Andlise de Textura. Curvas de variacdo de textura (MPa) de a) macas e b) goiabas
durante 18 e 15 dias, respectivamente. Frutas sem revestimento: M_C- e G_C-; frutas aspergidas
com suspensdo de esporos de A. alternata e P. expansum: M_C+ e G_C+; frutas revestidas com gel
de quitosana M_Qui e G_Qui e com nanoparticulas de quitosana-TPP: M_NpQui-TPP e G_NpQui-
TPP. Letras diferentes entre parénteses ao lado da legenda indicam que héa diferenca
estatisticamente significativa (Tukey, p <0,05).

A firmeza medida nas macas, indicam como esperado, valores mais estaveis
gue os medidos para as goiabas, embora com flutuacdo. Essas flutuacdes nao estédo
unicamente vinculadas a desidratacao das frutas. Segundo CALBO & NERY, 1995 e
FERREIRA, 2011, tais futuagdes estdo também relacionadas a degradacéo das
lamelas e a um aumento na elasticidade da casca e da polpa, associados ao

acumulo de fibras que ocorre com a perda de agua.
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Costa e colaboradores (2012), em andlise da firmeza, em 83 diferentes
cultivares de macas ao longo de dois meses de armazenamento, atribuem as
flutuagbes das medidas também como decorrentes de reacdes enzimaticas
irregulares, que sdo as principais responsaveis pela degradacdo da parede celular,
da lamela média e degradacdes de demais componentes (COSTA et al., 2012).

Embora processos degradativos de mesma natureza também ocorram nas
goiabas, suas caracteristicas fisiologicas associadas a um menor grau de
esterificacdo das pectinas, alta taxa de respiracéo, elevada quantidade de agua e de
volume gasoso, resultam em um metabolismo intenso (ABREU et al., 2012), com
rapida perda de massa em um decaimento acentuado e uniforme de sua firmeza
(Figura 3.10-b).

Como a medida da firmeza € uma avaliacdo indireta da turgescéncia, definida
pelo volume gasoso intercelular tecidual e do nivel de degradacéo da lamela média,
que oferece resisténcia mecanica a penetracdo da sonda (probe) (FERREIRA,
2011), esta tem sido usualmente empregada como uma inferéncia indireta do grau
de maturacédo (CHITARRA & CHITARRA, 2005).

As macds, como ensaiadas, confirmam valores comparativos de resisténcia
superiores as goiabas e, portanto, menos susceptiveis a danos mecanicos e
alteracdes em sua firmeza. Neste sentido, Stopa e colaboradores (2018), indicam
que até 50% das injurias normalmente presentes em macas sejam decorrentes de
impactos ocorridos durante armazenamento e transporte, ainda que boa parte dos
danos se torne visivel somente apds alguns dias (FERREIRA, 2011).

J4& nas goiabas, por apresentarem curto periodo de conservagao,
principalmente na temperatura ambiente, a firmeza tem sido um dos principais
parametros na estimativa do grau de amadurecimento (AZZOLINI, JACOMINO &
BRON, 2004; LI et al., 2017a; YILDIZ & WILEY, 2017).

Com relacao ao efeito das coberturas, pode ser observado pela Figura 3.10-b
gue houve um rapido decaimento da firmeza, de forma similar, em todos 0s grupos
analisados nos trés primeiros dias. No sétimo dia as frutas do controle (G_C- e
G_C+) foram descartadas, por apresentarem alta senescéncia e baixas firmezas,
nos valores de 2,57 e 2,61 MPa respectivamente.

As amostras revestidas com quitosana (G_Qui), apresentaram
comportamento similar, embora com firmeza ligeiramente maior, 0 que tornou

possivel dar continuidade as analises ao longo dos 14 dias. Ndo houve crescimento
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fungico visivel nestas amostras e sua firmeza apresentou valores finais de 4,11 MPa.
Este valor é 44,7% menor do que o observado no grupo com revestimento
nanoparticulado, G_NPQUuI-TPP, indicando a maior eficiéncia da cobertura de
nanoparticulas na manutencdo da firmeza das frutas, o que ocorre em todo o
periodo de analise (Figura 3.10-b). Cabe salientar que, por ser uma fruta mais
sensivel, a goiaba estd mais sujeita a sofrer maiores injurias durante e apds a
colheita, além de degrada¢bes naturais. Tais injdrias promovem o aumento da
producéo de etileno e da taxa respiratoria, o que favorece uma rapida deterioracéo
(AZZOLINI, JACOMINO & BRON, 2004; BASSETTO, JACOMINO & PINHEIRO,
2005; FERREIRA, 2011)

Adicionalmente, as variacfes genotipicas da cultivar, tanto para as macas
como para as goiabas, associadas as caracteristicas agro-ambientais, maturidade
no ponto de colheita, manuseio e exposicdes a fitopatdbgenos, também exercem forte
influencia na evolucao textura e maturacéo, o que dificulta a comparacdo com dados
disponiveis na literatura (AZZOLINI, JACOMINO & BRON, 2004; BAILEY & DAY,
2004; ROUPHAEL & KYRIACOU, 2018).

3.4.3 Anélise colorimétrica: Luminosidade (L*) e Angulo Hue (°h)

A cor € uma propriedade fundamental em produtos alimenticios e, na maioria
dos casos, um indicador de sua integridade, qualidade, grau de amadurecimento
e/ou frescor (FERREIRA, SPRICIGO & SARGENT, 2017). Em nossos experimentos,
nao foram observadas grandes diferengcas visuais entre 0s grupos de macas
avaliados ao longo do tempo, como pode ser observado pelas amostras que ilustram

a Figura 3.11.
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Figura 3.11 Aspecto visual de macas revestidas e ndo-revestidas ao longo do tempo. Frutas sem
revestimento, controle negativo: M_C-; Frutas aspergidas com suspensao de esporos de A. alternata
e P. expansum, controle positivo: M_C+; Frutas revestidas com gel de quitosana ndo nanoparticulada:
M_Qui; Frutas revestidas com nanoparticulas de Quitosana-TPP: M_NpQui-TPP.
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Essa auséncia de alteracbes visuais em macas era, de certa maneira
esperada, ja que sao frutas que apresentam uma vida util consideravelmente
extensa, com pouca alteracdo de pigmentag¢do ao longo da maturacédo e o periodo
do experimento n&o foi suficiente para possibilitar alteragdes perceptiveis a olho nu.
Por isso, foram realizadas medidas instrumentais por analise colorimétrica, aqui
apresentadas pela variacdo temporal da luminosidade (L*) e do angulo de Hue
(Figura 3.12), que representam, quantitativamente, a intensidade de luz refletida e a

tendéncia do predominio de uma cor em uma superficie, respectivamente.
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Figura 3.12 Andlise colorimétrica de macas. (a) Variacdo do angulo Hue (°H); (b) Variacdo na
Luminosidade (L*); Frutas sem revestimento (controle negativo): M_C-; Frutas aspergidas com
suspenséao de esporos de A. alternata e P. expansum e NPQuit-TPP (controle positivo): M_C+; Frutas
revestidas com gel de quitosana ndo nanoparticulada: M_Qui; Frutas revestidas com nanoparticulas
de Quitosana-TPP: M_NpQUui-TPP. Letras diferentes entre parénteses ao lado da legenda indicam
que ha diferenca estatisticamente significativa (Tukey, p <0,05).
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As medidas do angulo Hue indicam evolucdo entre duas matizes, de
predominantemente vermelho inicialmente para marrom ao longo dos 18 dias,
indicando a ocorréncia de escurecimento superficial da fruta. Os valores iniciais
foram préximos a 399, sem diferencas estatisticas significativas entre as amostras.
Todos os grupos apresentaram tendéncia ao escurecimento, embora em diferentes
intensidades. Apos os 18 dias de analises, os valores apresentados foram de 51,03°
para M_C-; 47,83° para M_C+; 48,01° para M_Qui e o menor, de 44,03° para as
amostras revestidas com as nanoparticulas (M_NPQui-TPP). Ou seja, o maior
escurecimento no periodo foi registrado para o controle negativo (M_C-) e 0 menor
para a cobertura nanoestruturada (M_NPQui-TPP), em proporcdo numérica 13,72%
menor em relagcdo a M_C-. Os demais grupos, controle positivo (M_C+) e o revestido
com quitosana ndo nanoparticulada (M_Qui), ficaram em valores intermediarios e
nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si.

Tais resultados séo corroborados pelo decaimento nos valores observados no
parametro de luminosidade (L*). Embora os 4 tratamentos avaliados tenham partido
de valores iniciais proximos e sem diferencas estatisticas, ao longo do periodo
analisado o padréao de escurecimento ficou evidenciado.

A menor porcentagem de decaimento de L*, que é um indicativo de um
processo de escurecimento menos intenso, foi a da amostra M_NPQUuIi-TPP (6,48%).
Os grupos M_C+ e M_Qui ndo apresentaram diferengas significativas entre si (14,11
e 12,32%, respectivamente) e nas macgas o controle negativo M_C- foi o que
apresentou a maior tendéncia de escurecimento (23,65%) no periodo.

As alteracdes colorimétricas em macas podem ser atribuidas a degradacéo
natural dos pigmentos responsaveis pela cor avermelhada, principalmente as
antocianinas cianidina-3-galactosideo (IGLESIAS, ECHEVERRIA & SORIA, 2008), e
a producdo de subprodutos de cores de tonalidades marrom relacionados as
alteracdes na parede celular decorrentes da senescéncia (ESPLEY et al., 2019).
Com o tempo, a coloracdo avermelhada se torna menos intensa com predominancia
de tons mais escuros (IGLESIAS, ECHEVERRIA & SORIA, 2008; ESPLEY et al.,
2019), em concordancia com os resultados obtidos.

Em relacdo as alteragOes de cores nas goiabas, a Figura 3.13 apresenta 0s
aspectos visuais das amostras analisadas. Nota-se que as frutas do controle (G_C-
e G_C+), as quais foram descartadas apds o sexto dia, apresentavam consideraveis

sinais de senescéncia e podriddo, com profundas alteragBes colorimétricas e visual
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presenca de fungos. Ja as frutas revestidas (G_Qui e G_NpQui-TPP), que foram
analisadas durante 14 dias, embora apresentassem significativas alteracbes
colorimétricas, estas foram consideravelmente menos intensas do que 0S outros

grupos.
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Figura 3.13 Aspecto visual das goiabas revestidas e nao-revestidas ao longo do tempo. Frutas sem
revestimento, controle negativo: G_C-; Frutas aspergidas com suspensdo de esporos de A. alternata
e P. expansum, controle positivo: G_C+; Frutas revestidas com gel de quitosana n&do nanoparticulada:
G_Qui e frutas revestidas com nanoparticulas de Quitosana-TPP G_NpQui-TPP.
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Na Figura 3.14 temos os valores quantitativos das alteracdes colorimétricas,
através da comparacao da evolucdo temporal dos valores de L* e °h. O padréo de
alteracdo de cor das goiabas caracteriza-se pela hidrélise das moléculas de clorofila,
variando rapidamente do verde a tonalidade de amarelos no amadurecimento. Nas
amostras analisadas, o °h variou de valores de 120° (verde predominante) até
proximos a 90° (amarelo absoluto), ou seja, significativas alteracbes de tons no

periodo analisado.
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Figura 3.14 Analise colorimétrica de goiabas. (a) Variagcdo do angulo Hue (°H); (b) Variacdo na
Luminosidade (L*); Frutas sem revestimento (controle negativo): G_C-; Frutas aspergidas com
suspenséao de esporos de A. alternata e P. expansum e NPQUuIit-TPP (controle positivo): G_C+; Frutas
revestidas com gel de quitosana ndo nanoparticulada: G_Qui; Frutas revestidas com nanoparticulas
de Quitosana-TPP: G_NpQUui-TPP. Letras diferentes entre parénteses ao lado da legenda indicam
que ha diferenca estatisticamente significativa (Tukey, p <0,05).
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Nas frutas dos grupos controle G_C- e G_C+ foram observados, como nos
demais ensaios, variacdes expressivas das caracteristicas colorimétricas, com
valores de °h proporcionalmente 23,09 e 19,42% respectivamente menores em 6
dias que as medidas iniciais. Alteracbes préximas a estas foram medidas nas
amostras revestidas (G_NPQuIi-TPP e G_Qui) somente no 14° dia de analise,
guando os valores numéricos foram de 98,42° e 96,01°, respectivamente.

O decaimento dos valores de L* observados estdo de acordo com as
variagbes de °h encontradas, uma vez que as goiabas dos grupos controles
apresentaram decaimentos e, portanto, processos de escurecimento
significativamente mais intensos em relacdo aos seus valores iniciais (45,95 e
42,31%, respectivamente).

Ao contrario do que foi observado nas macas, as medidas ndao apresentaram
diferencas estatisticamente significativas nas amostras revestidas com o gel de
quitosana (G_Qui) e as nanoparticulas (G_NPQui-TPP), indicando o efeito positivo
da quitosana, nas duas formas avaliadas, com respeito a manutencdo da coloragéo.

As alteracdes de cores e 0 escurecimento geral observado em frutas ao longo
da maturacdo sdo, na realidade, resultado de varios mecanismos que ocorrem
simultaneamente envolvendo, além da desidratacdo, a descompartimentacdo das
células, a proliferacdo de microrganismos, e uma intensa acao dos grupos de
enzimas polifenoloxidades (PPO) e peroxidases (PDO), que catalisam a oxidac&o
dos compostos fendlicos, convertendo-os em o-quinonas na presenca de oxigénio
molecular (ESPLEY et al., 2019; NICOLAS et al., 1994). As quinonas resultantes sdo
compostos de estrutura aromatica as quais, aglomeradas, geram pigmentos escuros
(melaninas). Embora este tipo de reacdo seja amplamente descrita como a principal
causadora do escurecimento das polpas, ela também ocorre na casca e contribui
para a geracao de tons com tendéncia marrom observados nas frutas em estagios
préximos a podriddo (ESPLEY et al., 2019; NICOLAS et al., 1994).

3.4.4 Concentracao de Solidos Soluveis (°Brix)

A concentragcdo de solidos soluveis, representada pela medida do °Brix, é
uma estimativa indireta da quantidade de acgUcares presentes na amostra. Quanto
maior a concentracdo de acUcares, maior € o desvio da luz detectado pelo
refratbmetro e, portanto, maior o valor do °Brix (ROHANI, ZAIPUN & NORHAYATI,
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1997; SANTOS et al., 2013). Como ocorre 0 aumento dos teores de acucares a
medida que uma fruta amadurece, os valores medidos do °Brix fornecem
informacdes do estagio de amadurecimento.

Os conteudos iniciais e finais de solidos solluveis das macés e goiabas, apos

18 e 14 dias respectivamente, estdo dispostos na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Concentragdo de Sélidos Sollveis (°Brix) de macas e goiabas. Valores iniciais e
finais de macas e goiabas analisadas: M_C- e G_C-: Frutas sem revestimento; M_C+ e G_C+:
Frutas aspergidas com suspenséo de esporos de A. alternata e P. expansum; M_NpQUui-TPP e
G_NpQUui-TPP: frutas revestidas com Nanoparticulas de Quitosana-TPP; M_Qui e G_Qui:
frutas revestidas com gel de quitosana.

Macas Goiabas
Amostras °Brix inicial °Brix Final °Brix inicial °Brix Final
C- 13,1+0,1 @ 15,9 +0,7 @ 11,1+1,0@ 145+0,4 @
C+ 13,6 +0,5®@ 149 +0,2®@ 11,6 + 0,14 @ 142+0,2®@
Quitosana 14,1 +0,2@ 15,0 +0,2 @b 10,7+0,31® 12,1+0,2®
NPQuIi-TPP 13,3+0,3@ 13,7+0,1 @ 10,0+0,11 ® 11,1+0,2©

Letras diferentes na mesma coluna que ha diferenca estatisticamente significativa (Tukey, p <0,05).

Como pode ser observado, houve aumento nos teores de aclUcares em todos
os lotes analisados. As amostras controle M_C- e M_C+ apresentram 0s maiores
aumentos com °Brix de 21,4 e 9,5% respectivamente para as macas, e de 30,4% a
22,5% para as goiabas e, portanto, similares aos apresentados por Lopes-Filho
(1993) e Santos et al.,, (2013). Esses valores foram inferiores para as amostras
recobertas: de 6,1 (G_Qui) e 4,5% (G_NPQuit-TPP) para as macgas, e de 134
(G_Qui) e 11% (G_NPQUuIit-TPP) para as goiabas, em relagdo aos seus respectivos
controles.

As frutas revestidas apresentaram, comparativamente, porcentagens de
aumento de solidos sollveis menores em relagdo aos controles, expressando uma
menor intensidade dos processos de senescéncia. Resultados estes coerentes com
as medidas de perda de massa (Iltem 3.4.1), no qual a ordem descrescente das
taxas de perdas, entre os grupos analisados, foi a mesma. Esta correlacdo era
esperada pois a medida que a fruta perde agua, o teor de acgucar tende a aumentar
(SANTOS et al., 2013). O aumento na concentracdo de sélidos soluveis, em todas

as amostras, é natural por ser decorrente da sintese e utilizacdo de carboidratos
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sollveis e acidos organicos do tecido vegetal em vias metabdlicas durante o
processo de amadurecimento (ROHANI, ZAIPUN & NORHAYATI, 1997).

Para as magés, o aumento da concentragdo de soélidos soluveis foi 3,5 e 4,8
vezes menores nas frutas revestidas com quitosana nao nanoparticulada (M_Qui) e
nanoparticulada (M_NPQUui-TPP), respectivamente, em relacdo ao controle negativo
(M_C-), confirmando a acdo dos revestimentos de quitosana na diminuicdo das
taxas respiratérias e da atividade metabdlica.

Assim como nas demais analises, as coberturas de nanoparticuladas NPQui-
TPP (M_NPQUuI-TPP e G_NPQUuI-TPP) apresentaram também um maior efeito sobre
a reducdo dos teores de solidos soluveis comparados com a quitosana néao

nanoparticulada (M_Qui e G_Qui).

3.4.5 Andlise Microbioldégica de frutas revestidas com Nanoparticulas de
Quitosana-TPP

A intensidade do crescimento microbiano nas frutas foi analisada como
resultado das contagens expressas em Unidades Formadoras de Colénia (log CFU-

1), conforme apresentadas nas Figuras 3.15-a para macas e 3.15-b para as goiabas.
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Figura 3.15 Contagem Microbiana (log CFU/g?) durante periodo de armazenamento. A) M_C-:
Macas sem revestimento (controle negativo); M_C+: Mac¢ds aspergidas com suspensao de esporos
de A. alternata e P. expansum e NPQuIit-TPP (controle positivo) ; M_Qui: Magas revestidas com gel
de quitosana ndo nanoparticulada; M_NpQui-TPP: Frutas revestidas com Nanoparticulas de
Quitosana-TPP. B) G_C-: Goiabas sem revestimento (controle negativo); G_C+: Goiabas aspergidas
com suspenséo de esporos de A. alternata e P. expansum e NPQuit-TPP (controle positivo) ; G_Qui:
Goiabas revestidas com gel de quitosana ndo nanoparticulada; G_NpQui-TPP: Goiabas revestidas
com Nanoparticulas de Quitosana-TPP. Letras diferentes entre parénteses ao lado da legenda
indicam que ha diferenca estatisticamente significativa (Tukey, p <0,05).

Nos resultados pode-se notar que desde o primeiro dia de andlise, foi
observado crescimento microbiano em todos os grupos analisados. Nao s6 nas
amostras inoculadas como também nas demais. O crescimento fangico era

esperado, considerando que o intuito das presentes medidas néo foi manté-las em



80

condicbes estéreis, mas analisa-las em condicbes ndo controladas, comumente
encontradas em mercados e hortifrutis. Embora nas analises in vitro (Item 3.3.1)
tenham sido observadas a auséncia de col6nias de P.expansum e A.alternata, a
partir das concentragdes de nanoparticulas de 8 e 9g/L, respectivamente, tal padréo
nao era esperado que se reproduzisse nas analises microbiolégicas conduzidas
diretamente nas frutas. A presenca de agua, abundancia de nutrientes, o baixo pH e
outras caracteristicas fisico-quimicas, favorecem as condicbes para que
microrganismos fungicos se estabelecam e crescam, mesmo apoOs etapas de
higienizacdo (TRIPATHI & DUBEY, 2004), como a realizada anteriormente ao
processo de revestimento.

Na contagem do crescimento microbiano nas macgas (Figura 3.15-a), as
diferencas mais significativas foram registradas a partir do 14° dia de analise. Ao
final do experimento, as macds dos grupos controle (M_C- e M_C+) néao
apresentaram diferencas significativas entre si, mas os valores médios de
crescimento fungico (CFU) foram 20 e 23% superiores em relacdo as macas
revestidas com quitosana e NPQui-TPP, respectivamente.

Ambas coberturas apresentam uma acado inibidora similar e estavel,
confirmando a atividade antifungica da quitosana, com diferencas apenas no final do
experimento, no qual as macés do grupo M_NPQUuIi-TPP apresentaram valores de
CFU aproximadamente 21% menor que as medidas nas macas revestidas com
quitosana nao nanoparticulada (M_Qui), indicando uma melhor manutencéo do
controle do crescimento fungico das nanoparticulas, conforme valores medidos ao
final do periodo analisado.

Para as goiabas, as diferencas entre os grupos analisados foram mais
evidentes. O crescimento fangico ocorreu em maiores taxas, com acentuada
proliferagdo nos grupos controle (G_C- e G_C+), ndo havendo diferengas
estatisticamente significativas entre eles.

Uma melhora agao inibidora das coberturas nanoparticuladas ficou mais
evidente entre as goiabas revestidas, para as quais os valores de CFU encontrados
foram, respectivamente, 17,6 (G_Qui) e 28,2% (NPQuIi-TPP) menores do que os
apresentados pela média dos ultimos dias de medidas das amostras G_C+ e G_C-.
Os valores meédios de CFU observados nas amostras revestidas com as
nanoparticulas (G_NPQui-TPP) foram inferiores que revestidas com quitosana nao

nanoparticulada (G_Qui) em quase todo o periodo de analise.
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Cabe contextualizar que a estimativa da perda de alimentos por contaminacao
fungica gera prejuizos da ordem de 45 bilhdes de dolares (ABD-ELSALAM et al.,
2019), fazendo-se necesséario o controle microbiano, o que é realizado pela
aplicacdo de milhares de toneladas de defensivos agricolas. Como ja comentado,
90% do volume de fungicidas aplicados sdo sintéticos e ndo atingem seu alvo em
sua totalidade, fazendo necessaria a aplicacdo de um elevado volume para que haja
uma resposta efetiva (ABD-ELSALAM et al., 2019).

Neste contexto, a vantagem dos materiais antifGngicos nanométricos consiste
em sua grande area superficial podendo proporcionar uma maior reatividade e
potencializacdo de seus efeitos inibidores mesmo quando empregados em menores
quantidades (AZEREDO et al., 2018; ABD-ELSALAM et al., 2019).

Adicionalmente, as nanoparticulas do sistema NPQui-TPP, desenvolvidas no
presente trabalho, além de terem por base produtos naturais atoxicos, visam a
conservacao na condi¢do pos-colheita, ou seja, sdo aplicadas diretamente nas frutas
colhidas, o que contribui para uma reducdo do volume aplicado, em comparacgéo
com antifungicos empregados no campo.

A eficiéncia das NPQuIi-TPP no controle do crescimento de Penicillium
expansum e Alternaria alternata, medida em macéas e goiabas permite classificar
este material como “Nanofungicida”, uma vez que sado considerados nanofungicidas
as substancias intencionalmente utilizadas na escala nanométrica, as quais
apresentem novas propriedades ou propriedades intensificadas relacionadas a
diminuicao do crescimento fungico (ABD-ELSALAM et al., 2019).

Nanoparticulas de quitosana, obtidas por métodos similares, foram avaliadas
por CHOOKHONGKHA, SOPONDILOK & PHOTCHANACHAI (2012), na educéo do
crescimento de Colletotrichum capsici, C. gloesporioides e por YIEN e colaborados
(2012), em Rhizopus sp. e Aspergilus niger, também com indicios de melhora da
atividade inibidora, com ag¢fes igualmente atribuidas & maior area superficial

apresentada pelas nanoparticulas.
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Capitulo 4 — Conclusdes

v Com base nas diversas condicbes experimentais avaliadas, os parametros
considerados ideais para a sintese de nanoparticulas do sistema Quitosana-TPP
(NPQuI-TPP), pelo método de geleificacdo ionotropica, foram 8 cm de altura de
gotejamento do reticulante (TPP) em relacdo ao gel de quitosana na velocidade de
agitacao de 1500 rpm, seguido de ultrassonicacéo de 30 % de amplitude durante 2
minutos.

v A introducdo de ultrassonicacdo apdés a sintese possibilitou uma sensivel
reducdo da instabilidade das nanoparticulas em meio aquoso, reduzindo a tendéncia
de agregacdo, consequentemente conservando as caracteristicas originais de
tamanhos, o que permite que a aplicacdo seja realizada na forma de aspersao e
com reprodutibilidade aceitavel.

v Nanoparticulas de Quitosana-TPP, com diametros médios de 117,3 nm,
sintetizadas a partir de quitosana comercial com alto grau de desacetilacdo (85%),
foram capazes de inibir satisfatoriamente o crescimento dos fungos A. alternata e P.
expansum, nas concentracdes de 8 e 9 g/L respectivamente, nos ensaios realizados
in vitro.

v Para os testes in vivo, com aplicacbes via spray, a formulacdo com
concentracdo de 9 g/L foi suficiente na inibicdo do crescimento fingico em ambas
frutas analisadas.

v Tanto as coberturas formadas pela nebulizacdo das NPQui-TPP quanto
aquelas obtidas com a quitosana ndo nanoparticulada, apresentaram efeito protetivo
e capacidade de atenuar as alteracdes dos parametros fisioldgicos relacionados a
senescéncia de macgas e goiabas, quando comparados aos grupos controle.

v As  coberturas de NPQui-TPP mostraram-se  mais  eficientes
comparativamente as de quitosana ndo nanoparticulada, com a¢cfes superiores com
respeito a reducdo das taxas de perda de massa fungico em ambas as frutas e
efeitos mais significativos sobre a perda de firmeza em goiabas e nas altera¢cbes de
cor medidas nas magas.

v As NPQUuI-TPP representam um sistema relativamente simples de processo e
de aplicacdo, principalmente por aspersdo, com vantagens consideraveis com

respeito ao volume aplicado e as respostas protetoras, conforme dados
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apresentados nos ensaios realizados em goiabas e macas, na condicdo pos-

colheita.
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