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RESUMO

O morango é uma fruta que tem uma pequena vida de prateleira e alta
susceptibilidade a infecgbes fungicas. O gel de quitosana tem sido estudado como
cobertura comestivel em frutas devido a sua acao conservadora, mas acredita-se que
suas caracteristicas podem ser melhoradas através da incorporacdo de
nanoparticulas. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia do gel,
nanoparticulas e gel+ nanoparticulas na conservacado pdés-colheita de morangos.
Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial (2%) para determinacdo dos
parametros ideais para producédo das nanoparticulas. Em seguida, as nanoparticulas
foram submetidas as andlises de DLS, microscopia eletrénica de varredura e FTIR e
HET-CAM. A estabilidade coloidal das nanoparticulas foi avaliada através das
andlises de tamanho, potencial zeta, turbidez, pH e indice de polidispersdo. A acéo
antifangica in vitro das substancias teste foi determinada através das analises das
concentracdes inibitérias minimas, do percentual de inibicdo do crescimento micelial,
da germinacdo dos esporos fungicos e alteragcbes morfolégicas dos fungos. Foi
avaliado também a acdo antioxidante das coberturas pelo método do DPPH, ABTS e
FRAP e citotéxica pelo MTT. A acdo antifingica in vivo ocorreu nos morangos
previamente contaminados com o0s fungos e posteriormente cobertos com as
substancias teste. Foram avaliados os aspectos sensoriais e fisico-quimicos dos
morangos com e sem coberturas armazenados em temperatura ambiente e em
refrigeracao (6 e 12 dias, respectivamente). Os parametros ideias encontrados para
producao de nanoparticulas foram: pH=4,0 e Q:TPP=4:1, Q=2mg/ml e TPP=1mg/ml.
As nanoparticulas apresentaram um tamanho=331.1nm, potencial zeta=+34mV,
PDI=0.377 e foram consideradas biocompativeis pelo teste do HET-CAM. Todas as
coberturas a base de quitosana foram capazes de inibir o crescimento dos fungos pos-
colheita e manter a qualidade fisico-quimica e sensorial dos morangos. A cobertura
feita com o gel+nanoparticulas foi a que apresentou uma melhor antifingica,
conservadora e baixa citotoxicidade, sendo considerada a melhor cobertura capaz de
manter a qualidade pdés-colheita dos morangos, 0 que sugere que a nanotecnologia
pode ser utilizada para melhorar as propriedades de coberturas comestiveis

convencionais como o gel de quitosana.

Palavras-chave: Aspergillus niger. Frutas. Nanotecnologia. Botrytis cinerea.



ABSTRACT

Strawberry is a fruit that has a short shelf life due to its high susceptibility to
fungal infections. Chitosan gel has been widely studied as an edible coating in fruits,
including strawberries, due to its antimicrobial and conservative action. It is believed
that the characteristics of chitosan edible coatings can be improved by incorporating
nanoparticles into the matrix. Therefore, the aim of this research was to evaluate the
efficacy of chitosan based edible coatings (gel, nanoparticles and gel + nanopatrticles)
applied in post-harvest strawberries. First, a factorial design was carried out (2%) to
determine the ideal parameters for the production of chitosan nanoparticles. Then, the
nanoparticles were characterized by the DLS technique, scanning electron
microscopy, FTIR and HET-CAM test. The colloidal stability of the nanoparticles was
evaluated through size analysis, zeta potential, turbidity, pH and polydispersity index.
The in vitro antifungal action of test substances against Botrytis cinerea, Rhizopus
stolonifer e Aspergillus niger was determined by analysing the minimum inhibitory
concentrations, percent inhibition of mycelial growth and germination of fungal spores.
It was also evaluated the antioxidant action of the edible coatings by the DPPH, ABTS
and FRAP method and the cytotoxicity by MTT test. The in vivo antifungal action
occurred in the strawberries previously contaminated with fungal strains and
subsequently coated with test substances. Physicochemical and sensorial aspects of
strawberries with and without edible coatings stored at room and cold temperature
were also determined for 6 and 12 days, respectively. The ideal parameters found for
the production of nanoparticles were: pH=4.0, volume ratio between chitosan and
sodium tripolyphosphate=4:1, chitosan concentration=2mg/ml and sodium
tripolyphosphate concentration=1mg/ml. The nanoparticles presented a size = 331.1
nm, zeta potential=+34 mV, PDI=0.377 and non-toxic by the HET-CAM test. All
chitosan edible coatings inhibited the fungal growth and kept the physicalchemical and
sensory quality of strawberries. The edible coating made with gel+nanoparticle
showed the best antifungal and conservative action and low cytotoxicity. Therefore,
the results suggest that nanotechnology can be used to improve the properties of
conventional edible coatings such as chitosan gel.

Keyword: Aspergillus niger. Fruits. Nanotechnology. Botrytis cinerea.
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1 INTRODUCAO

O morango (Fragaria ananassa Duch.) € uma fruta ndo climatérica amplamente
cultivada em todo mundo devido a seu aroma atraente, sabor doce, possibilidade de
uso em diferentes produtos e elevado valor econdmico (WANG et al.,, 2015).
Apresenta uma pequena vida pés-colheita, normalmente estimada em 5 dias a 20°C,
devido a sua rapida desidratacdo, tipo de cultivo em contato direto com o solo,
alteracdes fisioldgicas, danos mecénicos e susceptibilidade a deterioragcédo por fungos,
0 que pode resultar em perdas de até 40% da produgdo durante o armazenamento da
fruta (SHARMA, 2014; HAJJI et al., 2018).

Dentre os fungos que mais acometem os morangos, destacam-se o Botrytis
cinerea que é capaz de crescer efetivamente em temperatura de refrigeracéo e causar
um mofo cinzento no tecido da fruta, reduzindo o rendimento da producdo em 30 a
60% (ROMANAZZ] et al., 2016; LAFARGA et al., 2019). Outro fungo de importancia
na conservacao poés-colheita de morangos é o Rhizopus stolonifer, responsavel por
causar manchas marrons e o0 amolecimento por podridao no tecido da fruta, levando
ao colapso e exsudacao tecidual. E prevalente durante o armazenamento refrigerado
da fruta e pode tolerar condicbes quentes e secas (ROMANAZZI et al.,, 2013;
LAFARGA et al., 2019). Aspergillus niger € outra espécie fangica capaz também de
acometer 0s morangos e causar danos a sua produc¢éo. A contaminac¢ao pode ocorrer
durante a colheita, processamento e manipulacédo das frutas (JESEN et al., 2013;
LAFARGA et al., 2019).

Normalmente, o controle da deterioracdo fungica de frutas é feito através de
fungicidas, no entanto essas substancias apresentam efeitos adversos a saude
humana e ao meio ambiente (LIU et a., 2018; LAFARGA et al., 2019). Além disso, 0
uso de fungicidas é mais nocivo no periodo pos-colheita dos frutos devido ao curto

intervalo de tempo entre o tratamento aplicado e o consumo (FARZANEH et al., 2015).

Surge, entdo, a necessidade do desenvolvimento de coberturas comestiveis a
base de protetores naturais com acdo antimicrobiana, capazes de retardar o
amadurecimento da fruta, estender a vida de prateleira, mantendo a qualidade do
produto e ao mesmo tempo sendo isentos de efeitos toxicos ao organismo humano
(HASSAN et al.,2018).
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Dentre os protetores naturais mais utilizados na producdo de coberturas
comestiveis, destaca-se a quitosana, um heteropolimero natural composto por
unidades B-1,4-D-glucosamina ligadas a N-acetilglucosamina que € encontrada na
parede celular de fungos ou extraida a partir da desacetilagdo da quitina presente no
exoesqueleto de crustaceos (BAKSHI et al., 2019; BERGER et al., 2018). A vasta
aplicacao da quitosana em coberturas comestiveis deve-se as suas caracteristicas de
biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de formacdo de membrana e
atividade antibacteriana e antifungica (KERCH, 2015). Além disso, a quitosana pode
ser preparada em diferentes formas, tais como solu¢des de viscosidade controlada,

géis, filmes, microesferas e nanoparticulas (BAKSHI et al., 2019).

Apesar de existir varios estudos a respeito da utilizacdo do gel de quitosana como
cobertura comestivel antimicrobiana (SHIEKH et al., 2013; VASCONCELOS DE
OLIVEIRA et al., 2014a; BASWAL et al., 2020; TOKATLI; DEMIRDOVEN, 2020;
VILAPLANA et al., 2020), atualmente ainda sdo necessarios estudos que descrevam
e comparem a a¢do da quitosana na forma de nanoparticulas, pois estas devido ao
seu pequeno tamanho apresentam efeitos diferenciados tanto no que diz respeito a
sua acao conservadora como também a sua acéo bioldgica, o que pode viabilizar sua

utilizacdo pela industria de alimentos.

Portanto, frente ao reconhecido potencial biolégico da quitosana e sua possivel
utilizacdo na forma de nanoparticulas, o presente estudo tem como objetivo avaliar,
de forma comparativa, a agédo antifungica, antioxidante, conservadora e a toxicidade
de cobertura comestivel de quitosana na forma de nanoparticulas, gel e gel
enriguecido com nanoparticulas na preservacdo de morangos (Fragaria ananassa), e
com isso definir qual o melhor tipo de cobertura comestivel a base de quitosana
destinada a conservacao pos-colheita dessa fruta.

Com os dados obtidos no estudo foi possivel a producdo de um capitulo de livro
publicado no livro "Global progress in applied microbiology - a multidisciplinary
approach” (apéndice C) e um artigo aceito para publicacdo na revista International
Journal of Food Studies (apéndice E). Além disso, foram produzidos 2 artigos

cientificos que se encontram nos apéndices D e F.



22

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Qualidade p6s-colheita de morangos

O morango pertence a familia das Rosaceas do género Fragaria, que contém
ao todo 23 espécies (SHULAEV et al., 2008; LAFARGA et al.,, 2019). A espécie
Fragaria x ananassa Duch, € um hibrido natural proveniente de cruzamentos de duas
espécies, a Fragaria virginiana e a Fragaria chiloensis (STAUDT, 1962; STAUDT,
1989).

O interesse comercial de diversos paises pelo morango é grande, devido
alguns atributos que o seu pseudofruto possui, como por exemplo sua coloragéo
vermelho-brilhante, odor agradavel, textura macia, sabor levemente acidificado e suas
propriedades nutritivas, que fazem desta fruta um produto muito apreciado pelos
consumidores mundiais (LAFARGA et al., 2019). Segundo a Organizacao das Nacoes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), em 2013 a producdo mundial de
morangos foi liderada pela China, responsavel por uma producdo de 3.005.304
toneladas, seguido dos Estados Unidos e México, com 1.360.869 e 379.464

toneladas, respectivamente.

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo (CARAMES et al.,
2017). Estima-se que a sua oferta anual de morango corresponda a aproximadamente
150 mil toneladas, em uma area de aproximadamente 4 mil hectares. Os estados que
sdo 0os maiores produtores sdo Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Acredita-
se que 70% do morango brasileiro seja destinado ao consumo in natura, € oS outros
30% as necessidades da industria, especialmente ao mercado de frutas e derivados
congelados (ANTUNES, 2013).

A cultura do morangueiro é importante economicamente, pois apresenta uma
alta rentabilidade por area e movimenta outros setores da economia como o de
insumos, mudas, transportes, embalagens e industrias processadoras. O morangueiro
possui porte herbaceo e rasteiro, e, apesar de apresentar ciclo perene, tem
normalmente cultivo anual ou bianual devido a questdes relacionadas a sua
fitossanidade e produtividade. A parte comestivel da cultura € um pseudofruto

suculento e carnoso de coloragdo vermelha, com origem no receptéaculo floral,



23

apresenta aparéncia atrativa e grande aceitagdo do publico consumidor (FERLA et al.,
2007; GIAMPIERI et al., 2012; LAFARGA et a., 2020).

O morango deve ser colhido quando estiver completamente maduro, pois trata-
se de um pseudofruto ndo climatérico e por isso precisa alcancar a maxima qualidade
em termos de aparéncia visual, textura, sabor e valor nutricional antes da realizacao
da colheita (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008; LIU et al., 2018). Contudo, isso
representa varios desafios, pois o fruto sera menos firme, portanto mais sensivel a
ataques por microrganismos e a danos fisicos durante 0 manuseio e 0
armazenamento pés-colheita (SANCHEZ et al., 2012; WANG et al., 2018).

Atualmente, o indice de amadurecimento do morango que define o momento
da colheita dessa fruta é baseado exclusivamente na cor da superficie da baga. A
fruta é considerada apta para ser colhida quando pelo menos trés quartos da
superficie apresenta a coloracédo vermelha (MITCHAM; MITCHELL, 2002). Contudo,
durante a pos-colheita, as atividades das enzimas como a polifenol oxidase e a
peroxidase reduzem o conteldo de compostos responsaveis pela cor, ocasionando o
escurecimento da fruta e também uma diminuicdo na sua atividade antioxidante
(ESHGHI et al., 2014).

A cor do morango néo influencia apenas na definicdo do momento da colheita,
mas também € considerada um dos atributos da fruta que atraem diversos
consumidores, assim como seu odor caracteristico, textura macia, sabor atrativo, alto
conteudo de vitaminas e compostos antioxidantes como as antocianinas (ESHGHI et
al., 2014; GIAMPIERI et al., 2015). Porém, o morango é altamente perecivel, devido
a sua vulnerabilidade a injurias fisicas, a contaminacado por fungos, dessecacéo e
desordens fisiologicas durante o seu armazenamento (VU et al., 20011; WANG et al.,
2018; LAFARGA et al., 2019).

A sua alta susceptibilidade a contaminacdo, em comparagcao com outros tipos
de frutas, ocorre, principalmente, devido a um baixo pH, uma elevada atividade de
agua, altos niveis de aguUcares e outros nutrientes, elevada taxa respiratoria e a
presenca de uma pele (epicarpo) que pode ser facilmente rompida, favorecendo a
proliferacdo de microrganismos (VU et al., 2011; HASHMI et al., 2013; LAFARGA et
al., 2019). Alem disso, apresenta também uma elevada atividade fisioldégica pos-

colheita, com um curto periodo de amadurecimento e senescéncia 0 que torna sua
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comercializagdo um grande desafio para a agroindustria (HAN et al., 2004; PERETTO
et al., 2014).

O método mais utilizado para a manutencdo da qualidade do morango e
controle da sua deterioracdo € um rapido resfriamento apos a colheita seguido do
armazenamento em baixas temperaturas e alta umidade relativa de agua. Contudo,
mesmo utilizando baixas temperaturas a vida de prateleira do morango em
temperaturas de refrigeracdo € normalmente inferior a 5 dias (GAOUTH et al., 1991,
PERDONES et al., 2012).

Outros métodos também sé&o utilizados no controle pds-colheita dos morangos,
como por exemplo o emprego do calor e de atmosfera controlada. No entanto, a
utilizac&o dessas tecnologias pode causar altera¢des na cor, contetdo de antioxidante
e acido ascérbico nesta fruta, perdendo desta forma sua qualidade comercial e
nutricional (WANG et al., 2013).

Apesar do uso continuo dessas tecnologias com o objetivo de prolongar a vida
de prateleira dos morangos, mais de um quarto das frutas durante a safra sdo perdidas
devido a deterioracao fungica (MAFTOONAZAD; RAMASWAMY, 2005). As doengas
pds-colheita causadas por fungos sao o resultado de infec¢des latentes que se iniciam
no campo e também infec¢des que ocorrem através de feridas produzidas nas frutas
durante a colheita ou a pos-colheita (FELIZIANI; ROMANAZZI, 2016).

2.2 Fungos fitopatdbgenos do morango

Na cadeia produtora de frutas e hortalicas, o principal problema é a ocorréncia
de doencgas que aparecem principalmente ap0s a colheita, o que leva a perda de
gualidade do produto e reducdo na quantidade disponivel para comercializacdo e
consumo. Essas doencas estdo relacionadas, principalmente, a incidéncia de
podridées, sendo os fungos responsaveis por 80 a 90% dos danos de origem
microbiolégica em frutas (OLIVEIRA, 2006; USALL et al., 2016)

Os fungos sdo microrganismos onipresentes com uma grande capacidade de
colonizar muitos tipos de substratos e proliferar-se intensamente (EL-SHIEKH et al.,
2012; LAFARGA et al., 2019). Isso ocorre devido a sua capacidade de reproducdo em
condi¢des de atividade de agua (de 0,65 até 0,99) e pH reduzidos, em uma ampla
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faixa de temperatura (< 0°C a 40°C) e a possibilidade de utilizacdo de uma grande
variedade de substratos, como fontes de carbono, nitrogénio e energia (TANIWAKI;
SILVA, 2001; DAGNAS; MEMBRE, 2013; IKEDA et al., 2019). Segundo Henz et al.
(2008), em frutos armazenados a temperatura de 21°C a 26°C, os danos devido a
ocorréncia de podriddes fungicas podem chegar a 98% aos 5 dias de armazenamento.
Um grande numero de patdégenos esta associado as podridées de morangos
apos a colheita, entre eles os considerados mais importantes no Brasil sdo B. cinerea
e R. stolonifer e com menor incidéncia A. niger (MASS, 1998; FARZANEH et al., 2015).
As doencas consideradas as mais importantes na pés-colheita de morango sdo o mofo
cinzento e a podriddo mole, causadas pelos fungos Botrytis cinerea e Rhizopus
stolonifer, respectivamente (ROMANAZZI et al., 2013; ROMANAZZI, 2016).

2.2.1 Botrytis cinérea

B. cinerea é considerado um fungo necrotico fitopatogénico pertencente ao filo
Ascomycota (LI et al., 2012). E um dos mais importantes patégenos de frutas, pois
causa sérias perdas em mais de 200 tipos de culturas em todo mundo, sendo comum
tanto em cultivo protegido, como também pode alcancar niveis consideraveis em
campo aberto e camaras de armazenamento (MOUSSA et al., 2013; ELAD et al.,
2015).

De acordo com uma revisdo, o B. cinerea encontra-se em segundo lugar na
lista dos 10 principais fungos fitopatogénicos, baseada em informacdes cientificas e
importancia econdmica (DEAN et al.,, 2012). Acredita-se que esse fungo seja
responséavel por 28-42% das perdas pés-colheita de morangos (WILLIAMSON et al.,
2007; HASHMI et al., 2013).

Esse fungo pode causar diversos danos em frutas, vegetais e culturas
ornamentais, tanto na pré como na poés-colheita, contudo o0s vegetais e pequenas
culturas de frutas (uva, morango, framboesa, amora) sdo 0s mais afetados
(WILLIAMSON et al., 2007; CARMICHAEL et al., 2018). Ele é capaz de infectar folhas,
hastes, flores e frutas e € considerado o principal obstaculo ao transporte e
armazenamento a longas distancias (BOUCHRA, et al., 2003; XU et al., 2007;
SANZANI et al., 2012; WAKEHAM et al., 2016).
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7

O mofo cinzento causado por esse fungo é a doenca poés-colheita mais
significante para 0 morango, pois causa prejuizos estéticos, qualitativos e
quantitativos (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008; UGOLINI et al., 2014; ROMANAZZ|
et al.,, 2016). Segundo Dias (1999), o mofo-cinzento provoca danos graves para a
producdo de morango em todas as areas do mundo, chegando a reduzir em até 70%
da sua producao.

A infeccdo ocorre inicialmente nas flores do morangueiro, ainda no campo,
geralmente em tecido debilitado, como pétalas senescentes, para posteriormente
infectar os tecidos saudaveis do fruto (MOUSSA et al.,, 2013). Os conidios do B.
cinerea sao facilmente disseminados pelo vento, pela agua ou por insetos, podendo
sobreviver saprofiticamente em matéria organica quando ndo ha hospedeiros, ou
sobreviver por esclerédios ou micélios dormentes em restos de cultura (ROMANAZZI
et al., 2016).

Embora o B. cinerea seja um fungo normalmente saprofitico, ele raramente &
visto nas frutas presentes nos campos, ficando visivel, na maioria das vezes, apenas
durante o armazenamento (SUTTON et al., 2014; ROMANAZZI et al., 2016). Este
fungo permanece latente por baixo das pétalas até o amadurecimento dos frutos, e
depois ou perto da colheita transforma-se de um fungo saprofitico para um fungo
parasita (POWELSON, et al., 1960; ROMANAZZI et al., 2013). Essa maior incidéncia
de infeccdo pelo B. cinerea nos frutos pos-colheita deve-se ndo apenas as condicdes
ambientais favoraveis, mas também a menor reatividade dos tecidos vegetais
ocasionadas por um enfraquecimento dos seus mecanismos de defesa durante este
periodo (ROMANAZZI et al., 2016).

O B. cinerea é responsavel por uma grande diversidade de sintomas, apesar
de variarem em funcdo do hospedeiro e do 6rgédo afetado. Esses sintomas sédo quase
sempre caracterizados pela descoloracdo dos tecidos, aspecto umido e necroético das
lesbes e presenca de crescimento cotonoso acinzentado (conidios e conidioforos)
sobre as areas afetadas. Em frutos verdes de morango, o0s sintomas sédo
caracterizados pela presenca de pequenas lesdées marrons levemente depressivas.
J4 em frutos maduros, essas lesGes tornam-se recobertas por um crescimento
acinzentado constituido por estruturas do patégeno, que rapidamente tomam toda
superficie do fruto. Com a evolucdo dos sintomas, os frutos podem apodrecer

completamente ou ainda assumir a forma de mumificados (ROMANAZZ| et al., 2016).
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O mofo cinzento é agravado por uma alta umidade ambiental, baixa
luminosidade e temperaturas moderadas (16 a 23°C). Valores de umidade relativa
acima de 93% sdao ideais para a germinacao dos conideos e penetracédo do fungo no
fruto hospedeiro. Uma umidade relativa constantemente alta leva a sucessivos ciclos
de infeccdo e esporulagdo fungica, especialmente em micro lesdes ou rachaduras que
podem ocorrer durante a colheita e manipulacao do fruto (WILLIAMSON et al., 1995;
ROMANAZZI et al., 2016).

Normalmente, frutas frescas como o0 morango sao armazenadas em
temperaturas de refrigeragdo que variam entre 0° e 10°C. Contudo, baixas
temperaturas podem diminuir, mas n&o impedir o crescimento do B. cinerea, pois esse
fungo é capaz de crescer em um grande intervalo de temperatura que varia de 0° a
32°C, levando ao encurtamento do tempo de armazenamento e da comercializacao
dos morangos (ROMANAZZI et al., 2013; ROMANAZZI et al., 2016).

O B. cinerea € dificil de controlar porque apresenta uma variedade de
modos de ataque ao fruto, hospedeiros diversos como fontes de inéculo, e € capaz de
sobreviver como micélio ou conidios e por periodos prolongados como
esclerdcios, em detritos de culturas (WILLIAMSON et al., 2007; VELOSO; KAN, 2018).
Além disso, o B. cinerea pode também secretar enzimas que degradam a parede
celular do fruto, tais como poligalacturonases, celulases, cutinases e hemicelulases,
0 que agrava ainda mais a infec¢cao causada por esse fungo (HUANG et al., 2011; LI
et al., 2012; VELOSO; KAN, 2018).

2.2.2 Rhizopus stolonifer

O Rhizopus stolonifer € um fungo pertencente ao filo Zygomycota, ordem
Mucorales e familia Mucoraceae. O seu micélio € branco e haploide, contém
filamentos vegetativos e uma estrutura de frutificacdo e com o tempo apresenta
coloracdo marrom-acinzentada. Tem um molde filiforme e € uma espécie heterotrofica
dependente, conhecida popularmente como o bolor-preto-do-pao (LIOU et al., 2007;
MASSOLA JUNIOR; KRUGER, 2011; OLIVEIRA et al., 2019).

O Rhizopus stolonifer pode tolerar condicbes quentes, secas ou frias, pois €
considerado um fungo saprofitico que se desenvolve e obtém nutrientes em pedacgos
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de fruta ou material organico. Seu micélio aéreo pode se reproduzir sexuada ou
assexuadamente com a formacao de esporangiésporos disseminados facilmente pelo
ar (MASSOLA JUNIOR; KRUGER, 2011; OLIVEIRA et al., 2019). Na sua reproducéo
sexuada, ha a formacao de uma zigospora que tem paredes espessas capazes de
conferir resisténcia para que o fungo permaneca latente no solo por varios meses,
suportando condicdes de falta de agua e altas temperaturas, até encontrar condi¢des
ambientais Otimas para seu crescimento e desenvolvimento (ADASKAVEG et al.,
2002; BAGGIO et al., 2017)

Devido a essa caracteristica saprofitica e a sua capacidade de formar
zigospora, o R. stolonifer é conhecido como um fungo altamente destruidor. E
considerado como um dos principais responsaveis por perdas pos-colheita em
diversas culturas de frutas como a da graviola, fruta-do-conde, jaca, péssego, mamao,
morango, dentre outras espécies de importancia econémica. Normalmente, ndo afeta
frutos imaturos, sendo vistos no campo, principalmente em épocas chuvosas, apenas
guando as frutas apresentarem grandes lesdes (ZHANG et al., 2007; ROMANAZZI et
al., 2013; KONG et al., 2019).

Geralmente, exige ferimentos para sua penetracdo, que normalmente ocorre
devido ao manuseio inadequado durante a colheita, o transporte e 0 armazenamento.
Por isso, frutos na pré-colheita e ndo injuriados ndo sao os principais alvos de infec¢ao
por esse patégeno (BAGGIO et al., 2016). Posteriormente a sua penetracdo, ha a
colonizacao do fruto rapidamente, causando, depois de 2 ou 3 dias, uma podridao-
mole e aquosa, pois suas hifas secretam enzimas pectinoliticas que degradam as
substancias de pectina na lamela média, resultando em perda de coesdo e
degradacéao quimica das células, caracterizando a doenca chamada "podriddao mole".
Apos, aproximadamente, um dia do aparecimento desses sintomas, surgem as
estruturas do patégeno, como os micélios, esporangios e esporangiésporos (AGRIOS,
2001; BAGGIO et al., 2017).

O R. stolonifer é o fungo responsavel por causar a podriddo mole em morangos,
gue é caracterizada por uma podriddo macia e aquosa, com manchas castanhas na
fruta, levando a um vazamento de suco e colapso dos tecidos, com liberacéo de
substancias de odor acido ou fermentado. Além disso, € uma podriddo capaz de se
espalhar a temperaturas superiores a 4-6°C, (MAAS, 1998; ROMANAZZI et al., 2013;
ZHOU et al., 2018). Esta € uma tipica doenca de pdés-colheita, na maior parte dos

casos, ocorrendo devido a ferimentos causados nos frutos e pela suscetibilidade dos
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tecidos vegetais durante o processo de amadurecimento (SCARIOT, 2013; ZHOU et
al., 2018).

A origem da infeccdo ocorre devido aos frutos conterem na sua superficie, o
inoculo (esporangio do fungo). Os sintomas sao muito caracteristicos, ja que os frutos
maduros se apresentam com um aspecto mole, aquoso e com 0 suco escorrendo para
fora. Na superficie ha desenvolvimento abundante de micélios, esporangiéforos, e
esporangios do fungo agente causal (MAAS, 1998; SUN et al., 2015).

A podriddo mole pode se disseminar facilmente, pois o suco liberado pelos
frutos infectados dissemina o inéculo para os frutos sadios apos a colheita. Esses
frutos contaminados apresentam altera¢des na cor e na consisténcia e posteriormente
se verifica sobre eles um crescimento micelial denso e branco, entremeado com

esporangios e esporangiéforos escuros (BAGGIO et al., 2016).

Essa facil disseminacdo entre os frutos ocorre tanto na podriddo mole como
também no mofo cinzento e é considerada um fendmeno conhecido como
“aninhamento” ou nidificacdo (MASS, 1998; BOSQUEZ-MOLINA et al., 2010). Isso
ocorre, especialmente, no periodo pés-colheita, durante o armazenamento devido a
producdo do micélio aéreo dos fungos e a infeccdo por contato de frutas saudaveis
com frutas infectadas que apresentam estoldes miceliais. Por isso ha uma grande
dificuldade no controle dessas doencas em frutas apds a colheita (ROMANAZZI et al.,
2016).

2.2.3 Aspergillus niger

O género Aspergillus pertencente ao filo Ascomycota e compreende cerca de
250 espécies de fungos, sendo o A. niger o mais importante membro desse género
(DYER; O'GORMAN, 2012; TANIWAKI et al., 2018). Essa espécie € encontrada em
diversos tipos de habitats, especialmente presente no solo e em material de plantas
em decomposicdo, agindo como um fungo saprobiotico (TOLOUEE et al., 2010;
TANIWAKI et al., 2018). Por isso, é capaz de contaminar alimentos na pré e pos-
colheita, durante o processamento, armazenamento e manuseio, j4 tendo sido
encontrado em graos, iogurte, frutos e vegetais (SAMSON et al., 2004; GOUGOULI,
KOUTSOUMANIS, 2017; KOGKAKI et al., 2017; TANIWAKI et al., 2018).
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Durante sua reproducdo assexual s&o originados conidioforos, estruturas
especializadas que dao origem aos conidios, ou seja, esporos infectantes das
espécies de Aspergillus, que quando produzidos séo liberados no ar, sendo
responsaveis pela preservacdo do genoma fungico em condigcbes ambientais
adversas (OSHEROV; MAY, 2001; CABANES; BRAGULAT, 2018). A cor dos seus
conidios pode variar de marrom-escuro a preto, possuem conidioforos que podem ser
uni ou bisseriados e vesiculas esféricas (SAMSON et al., 2007; KOGKAKI et al., 2017).
Algumas cepas de A. niger produzem uma grande variedade de metabdlitos
secundarios, 0s quais podem ser micotoxinas, como a ocratoxina A e fumonisina B2
gue causam danos as células de mamiferos (HONG et al., 2013; TANIWAKI et al.,
2018).

O crescimento deste fungo em material organico ocorre em ampla faixa de
temperatura (6-47°C) e de pH (1,4-9,8) e apresenta atividade de agua minima de 0,88,
0 que favorece sua permanéncia em produtos secos como cacau e café. Além disso,
possuem esporos resistentes a luz e a substancias quimicas, portanto, conseguem
competir com outros microrganismos pelo dominio da contaminacdo de alimentos
(SCHUSTER et al, 2002; CABANES; BRAGULAT, 2018).

O A. niger é o agente causador da podriddo negra em frutas. A infeccdo deste
agente patogénico em frutos caracteriza-se pelo amolecimento do local infectado
seguido do desenvolvimento do mofo escuro que corresponde as estruturas de
frutificacdo dos fungos, que com passar do tempo adquire uma tonalidade
acinzentada, semelhante ao mofo cinzento, sendo responsavel por causar grandes
perdas para o produtor (WANG et al., 2015; PISANI et al., 2015).

Alguns autores relatam a presenca do Aspergillus como agente de podriddes
em morangos (MAAS et al., 1998; FAIRE-CORDERO et al., 2003; ERAZO et al.,
2019). Segundo Lopes (2011), o A. niger é relatado como um novo patégeno em frutos
de morango poés-colheita no Brasil. Nessas frutas, a infeccdo pelo A. niger ocorre
principalmente em feridas na superficie e causam mudancas na sua cor, textura e
odor, diminuindo sua aceitabilidade e comercializacdo (VARGAS et al.,, 2004;
ABDOLLAHI et al., 2011; ERAZO et al., 2019).

Na agricultura convencional, essas doencgas que acometem os morangos (mofo

cinzento, podriddo mole e podrido negra) normalmente sao gerenciadas
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por tratamentos fungicidas que s&o aplicados em torno da floracdo, e sé&o
repetidos até a colheita, porém esses fungos tém apresentado resisténcia a diversos
tipos de fungicidas (BARDAS et al.,, 2010; ERAZO et al.,, 2019). Aléem disso, na
agricultura organica e apds a colheita, o uso de fungicidas sintéticos para essas
doencas ndo € permitido, consequentemente ha uma busca crescente por parte da
agroindustria por alternativas efetivas e seguras que controlem os fungos pés-colheita
do morango (ROMANAZZI et al., 2013).

2.3 Quitosana

A quitosana € um heteropolimero biodegradavel formado a partir de unidades
glucosaminas (B(1,4)-2-amino-2-desoxi-d-glucopiranose) ligadas a residuos de
unidades  N-acetilglucosamina  (B(1,4)-2-acetoamido-2-desoxi-D-glucopiranose)
unidas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4), como observado na figura 1
(FAl etal., 2011; BAKSHI et al., 2019). Apresenta uma estrutura molecular com grupos
aminos e hidroxilas reativos considerada uma poliamina linear (SANTOS et al., 2003;
BAKSHI et al., 2019).

Figura 1- Estrutura molecular da quitosana (AZEVEDO et al., 2007).
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Esse biopolimero € insolivel em agua, mas dissolve-se em solu¢des aquosas
gue contenham acidos organicos ou inorganicos, formando, portanto, uma solugéo
viscosa (BAKSHI et al., 2019). A solubilidade da quitosana esta relacionada com a
guantidade de grupos aminos protonados na cadeia polimérica. Quanto maior a
guantidade destes grupos, maior a repulsdo eletrostatica entre as cadeias e também
maior a solvatacdo em agua (SORLIER et al., 2001; KONG et al., 2015).
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A quitosana pode ser obtida a partir da parede celular de fungos ou através da
extracdo, purificacdo e desacetilacdo da quitina (HAMED et al., 2016; BAKSHI et al.,
2019). A quitina € um biopolimero e € considerada a mais abundante fibra vegetal
depois da celulose, sendo encontrada em celenterados, anelideos, moluscos,
artrépodes, insetos e microrganismos (SHIEKH et al., 2013; GHORMADE et al., 2017).

Comercialmente, a quitina para producdo de quitosana é extraida a partir do
exoesqueleto de crustaceos. No entanto, problemas sazonais, poluicdo causada pelo
descarte de residuos dos solventes utilizados na extracdo, custos elevados de
producéo, possibilidade de degradacdo da cadeia polimérica e heterogeneidade das
propriedades fisico-quimicas da quitosana sé&o exemplos de limitagBes inerentes ao
processo de extracdo da quitosana a partir da quitina de crustdceo (GHORMADE et
al., 2017; BERGER et al., 2018).

Uma alternativa viavel e isenta dessas limitacdes inerentes ao processo de
obtencéo da quitosana a partir da quitina € a extracao da quitosana da parede celular
de fungos. A quitosana de origem fangica néo ¢é afetada por fatores sazonais, pode
ser produzida em larga escala usando residuos agroindustriais como substratos de
baixo custo econémico e esse tipo de quitosana ndo contém proteinas que induzem
reacOes alérgicas a crustaceos (VASCONCELOS DE OLIVEIRA et al., 2014a;
GHORMADE et al., 2017; BERGER et al., 2018).

Dentre as inumeras caracteristicas que distinguem a quitosana e seus
derivados, dos demais polissacarideos, destacam-se: a sua bioatividade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e atividade antimicrobiana (DIAS et al., 2013;
BAKSHI et al., 2019). Varios estudos mostram que a quitosana apresenta uma
atividade antimicrobiana contra um vasto numero de microrganismos, sendo as
leveduras e bolores os grupos mais sensiveis a sua acao antimicrobiana, seguidos
pelas bactérias gram-positivas e gram-negativas (AIDER, 2010; ABDALLAH et al.,
2017; VERLEE et al., 2017; CASTELO BRANCO MELO et al., 2018). A atividade
antifingica da quitosana tem sido observada contra Penicillium digitatum,
Macrophomina phaseolina, Fusarium solani, Phomopsis asparagi, Fusarium
oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus stolonifer, Botrytis cinerea,
Aspergillus niger, Alternaria alternata, etc (GARCIA-RINCON et al., 2014; LONG et al.,
2014; KHEIRI et al., 2016; VERLEE et al., 2017).
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Acredita-se que a quitosana apresente trés mecanismos de acao contra os
fungos. No primeiro mecanismo proposto, as cargas positivas da quitosana interagem
com as cargas negativas dos componentes fosfolipidicos da membrana celular dos
fungos, causando aumento da permeabilidade da membrana, com vazamento de
componentes intracelulares e consequente morte fungica. O segundo mecanismo
refere-se a quitosana atuando como um agente quelante que liga-se a oligoelementos
celulares, tornando indisponivel nutrientes essenciais para o crescimento fungico. Por
ultimo, acredita-se também que a quitosana é capaz de penetrar a parede celular de
fungos e ligar-se ao seu DNA, inibindo a sintese do RNAm e afetando a producéo de
proteinas e enzimas essenciais a sobrevivéncia desse microrganismo (KONG et al.,
2010; PALMA-GUERRERO et al., 2010; GALVAN MARQUEZ et al., 2013; KHEIRI et
al., 2016; MA et al., 2017).

As propriedades da quitosana, principalmente a antimicrobiana, possibilita a
utilizacdo desse polimero pela industria alimenticia em diversos tipos de alimentos,
especialmente em frutos como cobertura comestivel, pois se mostra efetiva no
controle de sua deterioracdo (DEVLIEGHERE et al., 2004; DOTTO et al., 2015).
Estudos realizados utilizando coberturas comestiveis a base de quitosana mostram
resultados satisfatérios tanto em relacdo ao potencial antifngico desse polimero
como também a capacidade que a quitosana possui de prolongar a qualidade pos-
colheita de diversos tipos de frutos especialmente os morangos (GOL et al., 2013;
ROMANAZZI et al., 2013; VELICKOVA et al., 2013; SANGSUWAN et al., 2016;
VENTURA-AGUILAR et al., 2018)

Estudos relatam que a quitosana utilizada como cobertura comestivel age com
efeito duplo, pois interfere diretamente no crescimento de patdgenos e ativa varias
respostas de defesa que induzem ou inibem diferentes atividades bioquimicas durante
a interacdo da fruta com o patégeno (BATISTA-BANOS et al., 2006; CERQUEIRA et
al., 2011; CASTELO BRANCO MELO et al., 2018). Ela age, também, formando uma
pelicula semipermeavel que regula as trocas gasosas e reduz as perdas por
transpiracdo, diminuindo a taxa de respiracao e a perda de agua da fruta. Além disso,
esse polimero é responsavel por uma diminuicdo da sintese de etileno da fruta,
consequentemente retardando seu amadurecimento, aumentando a vida de prateleira
desse alimento, facilitando o transporte a longas distancias e ampliando seu periodo
de comercializacéo (BATISTA-BANOS et al., 2006; ROJAS-GRAU et al., 2009). Tudo
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ISSo ocorre sem alteracao das propriedades sensoriais do produto devido ao fato da
guitosana apresentar-se como um composto inodoro, insipido e capaz de formar uma
cobertura comestivel translicida quando aplicada sobre a superficie do fruto (SHAO
et al., 2015)

As propriedades que a quitosana apresenta e que tanto atrai o interesse da
industria de alimentos séo favorecidas pelo fato deste polimero poder ser preparado
em diferentes formas. Os principais tipos de preparo do polimero sdo na forma de
geéis, filmes, membranas, microesferas e nanoparticulas, criando, desta forma,
diversas possibilidades de aplicacdes (CAMPANA-FILHO et al., 2007; ESHGHI et al.,
2014; MUJTABA et al., 2018).

2.4 Nanoparticulas de quitosana

Nanotecnologia é um campo da nanociéncia que tem como objetivo a
caracterizacao, fabricacdo, manipulacéo e aplicacdo de estruturas biologicas e nao
biolégicas na escala nanométrica (SAHOO et al., 2007; CARTELLE; ZURITA, 2015).
Dentro desse campo, estdo as pesquisas relacionadas com o desenvolvimento de
materiais na escala nanométrica (10°), os nanomateriais, pois acredita-se que neste
tamanho esses materiais apresentariam melhores propriedades fisicas e quimicas
(KALIA; PARSHAD, 2013).

Os nanomateriais sédo definidos como um material que apresenta propriedades
morfologicas menores que um micrometro em pelo menos uma dimenséao externa ou
com uma estrutura interna em nanoescala. A principal caracteristica que fornece aos
nanomateriais suas propriedades especificas é seu pequeno tamanho, que aumenta
sua area superficial proporcionando uma alta reatividade ao material em questao
(FRANCISCO; GARCIA-ESTEPA, 2018).

Quando esse nanomaterial contém as suas trés dimensdes na escala
nanomeétrica, € denominado de nanoparticula. O tamanho, a estrutura e a composi¢cao
guimica das nanoparticulas sSd0 0s responsaveis por suas caracteristicas unicas e,
portanto, por seu potencial em vérias aplicagbes (BOUWMEESTER et al., 2009;
NASKAR et al., 2019).
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Véarios materiais podem ser utilizados na producdo de nanoparticulas, no
entanto a quitosana destaca-se entre eles devido a sua bioatividade,
biocompatibilidade, por sua habilidade em aumentar a penetracdo de grandes
moléculas por superficies mucosas e por possibilitar a utilizacdo de métodos
alternativos de formulagdes que nédo requerem a utilizacdo de solventes organicos e
de surfactantes (ARNAUD-STAMFORD; STAMFORD, 2010; NASKAR et al., 2019).

A gelatinizacdo i6nica destaca-se como método que ndo utiliza solventes
organicos toxicos e surfactantes para a producéo de nanoparticulas de quitosana. Foi
descrito pela primeira vez por Calvo et al. (1997) e consiste na adi¢cao por gotejamento
de um polidnion (geralmente o tripolifosfato de sédio-TPP) a uma solucdo de
quitosana para a formacao das nanoparticulas. Além disso, é um método capaz de
produzir particulas com uma pequena distribuicdo de tamanho e alta carga superficial
positiva (FAN et al., 2012). Tudo isso possibilita 0 uso pela industria de alimentos das

nanoparticulas produzidas por gelatinizacdo ibnica (BOUGNICOURT et al., 2014).

Figura 2 - Estrutura molecular das nanoparticulas de quitosana (Ma et al., 2017).
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As nanoparticulas de quitosana tém sido desenvolvidas para uso na industria
de alimentos visando inUmeras aplica¢des, tais como: melhorar a hidrofobicidade,
continuidade, homogeneidade e manuseabilidade de coberturas comestiveis,
prolongar a manutencdo da cor e do aroma, principalmente quando aplicadas em
frutos e agir como antimicrobiano natural (LOREVICE et al., 2012; FRANCISCO;
GARCIA-ESTEPA, 2018). Além disso, a nanotecnologia desempenha papel crucial na
area de embalagens de alimentos (MIHINDUKULASURIYA et al., 2014). Recentes

estudos tem mostrado um aumento da aplicacdo das nanoparticulas de quitosana
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diretamente em produtos alimenticios e materiais de embalagem como coberturas
comestiveis antimicrobianas (AZEREDO et al.,, 2013; AL-NAAMANI et al., 2016;
CASTELO BRANCO MELO et al., 2018; KUMAR et al., 2018). Segundo Maysoun et
al. (2015), revestimentos comestiveis para frutas e hortalicas feitos de nanoestruturas,
particularmente de quitosana, sdo a chave para possiveis avangos na area de

conservacao de alimentos.

Sabe-se que as nanoparticulas apresentam maior afinidade por membranas
biolégicas com cargas negativas, 0 que pode ser capaz de estimular as respostas de
defesa das plantas (QIl et al., 2005). Além disso, o tamanho muito pequeno das
nanoparticulas de quitosana pode diminuir a perda de vapor de agua e gases de
frutos, mantendo outras propriedades desejaveis do revestimento comestivel, os quais
precisam de pequenas quantidades de quitosana para sua producédo. Portanto, devido
a todas essas caracteristicas ha uma crescente demanda por pesquisas que utilizem
nanoestruturas de quitosana para prolongar a vida util de frutas e expliquem seus
efeitos no alimento (MAYSOUN et al., 2015).
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3 HIPOTESE

A utilizacdo de gel, nanoparticulas e gel enriquecido com nanoparticulas de
guitosana em coberturas comestiveis séo efetivas em inibir o crescimento de fungos
fitopatogénicos em morangos, conservando a qualidade microbiolégica e fisico-

guimica desse fruto sem alterar seus atributos sensoriais.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar, de forma comparativa, a acdo antifungica, antioxidante, conservadora
e a toxicidade de coberturas comestiveis de quitosana na forma de nanoparticulas,
gel e gel enriqguecido com nanoparticulas na preservacdo de morangos (Fragaria

ananassa) pos-colheita.

4.2 Objetivos especificos

e Otimizar a obtencéo de nanoparticulas de quitosana fungica;

e Caracterizar as nanoparticulas de quitosana flungica produzidas;

e Elaborar coberturas comestiveis a base de quitosana fungica;

e Determinar a biocompatibilidade e citotoxicidade das coberturas comestiveis a
base de quitosana;

e Determinar a acdo antioxidante das coberturas comestiveis a base de
quitosana;

e Determinar a acdo antifingica in vitro e in vivo das coberturas comestiveis a
base de quitosana contra os fungos Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer e
Aspergillus niger;

e Verificar o efeito das coberturas comestiveis a base de quitosana sobre os

parametros fisico-quimicos e organolépticos dos morangos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

Os morangos (Fragaria x ananassa Duch.), 3 dias ap6s a colheita, foram
adquiridos na CEASA/PE (Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco) e
selecionados de acordo com o tamanho e cor homogénea e auséncia de infeccbes

fungicas visiveis ou danos mecanicos.

A quitosana (Kionutrime®) de origem fangica obtida do micélio do Aspergillus
niger ndo geneticamente modificado, foi fornecida pela empresa Kitozyme® Company
(Herstal, Bélgica). A quitosana utilizada apresenta um grau de desacetilacdo de 86%
e peso molecular de 4 x 103g/mol segundo Melo et al. (2016). Todas as outras

substancias utilizadas foram obtidas através de fontes comerciais.

As cepas dos fungos fitopatogénicos (Botrytis cinerea URM 2802, Rhizopus
stolonifer URM 3728 e Aspergillus niger URM 7282) utilizadas nos testes
antimicrobianos pertencem a colecéo de cultura da micoteca do Centro de Biociéncias
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

5.2 Métodos

5.2.1 Planejamento fatorial para obtencdo das nanoparticulas de quitosana

As nanoparticulas de quitosana foram produzidas pelo método de gelificagédo
ibnica com algumas modificacdes (CALVO et al., 1997). Inicialmente foi realizado o
planejamento fatorial de 24 para avaliar a influéncia de parametros operacionais no
método de gelificagdo ibnica e com isso determinar os parametros ideais para a
otimizacdo da producéo das nanoparticulas (PINHO NEVES et al., 2014).

Quatro diferentes parametros foram estudados no planejamento fatorial: o pH
da solugdo de quitosana, a concentracdo de quitosana [Q], a concentragdo de
tripolifosfato de sédio [TPP] e a proporcdo de volume de quitosana para volume de
TPP [Q:TPP] (Tabela 1). A solucédo de quitosana foi preparada diluindo o polimero,
sob agitacdo magnética, nas solucdes de pH (acido acético 1% + hidréxido de sodio
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1%) determinadas pelo planejamento fatorial. O TPP foi diluido em agua deionizada
também sob agitacdo magnética, durante 30 minutos em temperatura ambiente
(25°c).

Tabela 1 - Niveis das variaveis utilizadas no planejamento fatorial (24).

Parametro Nivel -1 Ponto Central Nivel +1
pH 3 4 5
[TPP] (mg/ml) 0,6 0,8 1,0
[Q] (mg/ml) 0,5 1,0 1,5
Q:TPP (ml/ml) 2:1 4:1 6:1

Para a preparacao das nanoparticulas, as solu¢des de TPP foram adicionadas
as solucdes de quitosana por gotejamento através de uma bomba peristéltica (Atlas
Syringe Pump) na velocidade aproximada de 0,2ml/min. Durante esse processo as
solucbes de quitosana foram mantidas em agitacdo magnética e em temperatura
ambiente. Logo apds o gotejamento, as suspensdes de nanoparticulas permaneceram

em agitacdo magnética por mais 1 hora.

As nanoparticulas de quitosana formadas foram caracterizadas para
determinacdo do seu tamanho médio, indice de polidisperséo e carga superficial de
cada particula produzida. Os tamanhos dos raios hidrodindmicos e o indice de
polidisperséao das nanoparticulas de quitosana foram determinados por Espalhamento

Dinamico de Luz (DLS - Dynamic Light Scattering).

Para determinacdo do tamanho das particulas, 3ml das suspensdes de
nanoparticulas de quitosana foi colocado em cubetas de poliestireno e analisadas
utilizando o equipamento Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK). As medidas foram
operadas com o comprimento de onda de 633nm a 25°C com um angulo de deteccéo
de 90°C. O tamanho das nanoparticulas foi calculado de acordo com o movimento

Browniano das particulas utilizando a equacédo de Stokes-Einstein (TSAI et al., 2011).
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A determinacéo do potencial zeta também foi realizada no mesmo equipamento
sob as mesmas condi¢cdes operacionais. Trés medidas de cada formulacdo foram
realizadas para determinacdo da meédia e do desvio padrdo dos resultados. Todo o
procedimento foi realizado no Laboratorio de Polimeros N&o-Convencionais do
Departamento de Fisica da UFPE.

O planejamento fatorial de 24 resultou em um total de 20 experimentos (o ponto
central foi repetido 4 vezes) (Tabela 2). Os dados foram analisados utilizando o
software STATISTICA 10.0 (StafSoft, Inc.).

Tabela 2 - Matriz do planejamento fatorial (24) das nanoparticulas de quitosana.

Ensaio pH [TPP] [Q] [Q:TPP]
1 + + + +
2 + + + -
3 + + - +
4 + + - -
5 + - + +
6 + - + -
7 + - - +
8 + - - -
9 - + + +
10 - + + -
11 - + - +
12 - + - -
13 - - + +
14 - - + -
15 - - - +
16 - - - -
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0

©
o
o
o
o
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20 0 0 0 0

A formulagdo de nanoparticulas de quitosana do planejamento fatorial que
apresentou como resultado de sua caracterizagdo um potencial zeta >30mV, PDI <
0.5 e o menor tamanho foi escolhida para aplicagdo como cobertura comestivel em

morangos e as subsequentes analises.

5.2.2 Preparacao da nanoparticula de quitosana

A nanoparticula produzida para ser aplicada como cobertura comestivel em
morangos foi feita de acordo com os melhores parametros definidos no planejamento
fatorial para a producdo de nanoparticulas de quitosana. Com base nisto, foi
inicialmente preparada, em agitacdo magnética, 24ml de solucao de quitosana fungica
a 2mg/ml em solucéo (acido acético 1% + NaOH 1%) de pH 4. Depois foi gotejado
através de uma bomba peristaltica, em uma velocidade de 0,2ml/min, 6ml de TPP na
concentracdo de 1mg/ml. A proporcdo de Q:TPP foi de 4:1. Apés a adicdo do TPP, a
suspensao de nanoparticulas permaneceu em agitacdo magnética por 1 hora.

Por fim, toda a suspensdo de nanoparticulas foi liofilizada para posterior
aplicacdo nos testes antimicrobianos e sua utilizacdo para producdo de cobertura

comestivel.

5.2.3 Caracterizacdo da nanoparticula de quitosana

5.2.3.1 Medida de Tamanho por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O tamanho do raio hidrodindmico e o indice de polidispercdo (PDI) da
nanoparticula de quitosana escolhida, foram determinados por DLS. A medida de DLS
foi feita na suspensdo de nanoparticulas sem prévia diluicdo e operada em um
comprimento de onda de 633nm a 25°C com um angulo de deteccédo de 90°C,

utilizando o Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK).

O tamanho das nanoparticulas foi calculado de acordo com o movimento

Browniano das particulas utilizando a equacédo de Stokes-Einstein (TSAIl et al., 2011).
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Trés medidas subsequentes foram determinadas. A analise foi realizada no

Laboratério de Polimeros Nao-Convencionais do Departamento de Fisica da UFPE.

5.2.3.2 Potencial Zeta

Para determinar as cargas superficiais (potencial zeta) da nanoparticula, 1,0
mL da solucdo utilizada na andlise por DLS foi transferida para uma célula
eletroforética. As medidas, em triplicata, foram realizadas em um comprimento de
onda de 633nm com um angulo de 90° a 25°C utilizando-se o Zetasizer (Nano-ZS,
Malvern, UK). Foi alterada apenas a configuracdo do equipamento do modo “size”

para 0 modo “zeta”.

5.2.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura foi usada para observar a morfologia e
o tamanho das nanoparticulas de quitosana. A nanoparticula foi liofilizada e fixada em
stubs com fita dupla-face de carbono (Taab, Berkshire, UK) e cobertas com uma
camada de 10nm de platina usando um sistema de metalizacdo Bal-Tec MED 020.
Em seguida, foi analisada no microscépio eletrénico de varredura (MEV-QUANTA
200FEG) do Centro de Tecnologia Estratégicas do Nordeste (CETENE).

5.2.3.4 Espectroscopia naregiéo do infravermelho (FTIR)

A analise de FTIR foi utilizada para caracterizar e comparar a estrutura quimica
da quitosana e das nanoparticulas de quitosana. As amostras liofilizadas foram
inseridas diretamente no equipamento para analise. Os espectros no infravermelho
foram obtidos em ampla regido, de 650 a 4000 cm™, usando um Cary 630 FTIR

espectrofotometro da Agilent Technologies.
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5.2.4 Estabilidade coloidal das nanoparticulas de quitosana

Amostras da suspensdo de nanoparticulas de quitosana foram armazenadas
em diferentes temperaturas (4°C, 25°C, 40°C) e caracterizadas, sem nenhuma
purificacdo prévia, através das analises de DLS, PDI, potencial zeta, pH e turbidez
realizadas a cada 2 semanas durante 2 meses. A primeira analise foi realizada na
mesma semana em gue as nanoparticulas foram produzidas e representou a semana

Zero.

As analises de DLS, PDI e potencial zeta realizadas seguiram a metodologia
utilizada para caracterizacdo das particulas. O pH das suspensdes foi medido
utilizando um phmetro (modelo: MICRONAL B474) a 25°C.

Foi analisado também a turbidez da solucdo de nanoparticulas através da
metodologia descrita por Jonassen et al. (2012), utilizando um espectrofotdmetro em
um comprimento de onda de 500nm. A turbidez foi calculada usando a férmula de
Lambert-Beer (Equacao 1).

= lnk
r—-LInIO (Eq. 1)

Onde:

T = turbidez

L = comprimento do caminho da luz na célula da amostra (1cm)
I; = intensidade de luz transmitida através da amostra

I, = intensidade de luz transmitida através do solvente (agua)

5.2.5 Determinacéao da toxicidade

5.2.5.1 Teste da membrana coriolantdide do ovo de galinha (HET-CAM)

O teste do HET-CAM foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Steiling et al. (1999). Foi testada a nanoparticula de quitosana (20mg/ml) diluida em

acido acético 1% com pH ajustado para 5,8 com NaOH 1%.

O teste foi feito no décimo dia de incubacéo dos ovos fecundados. Inicialmente,

0 reservatorio acima do espaco aéreo do ovo foi removido. A membrana corioalantéide
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do ovo foi exposta e umedecida com solucdo salina fisiologica a 0,9%. Uma aliquota
de 200uL da substancia teste foi aplicada na membrana corioalantdide. Em seguida,
a membrana foi observada por 5 minutos a fim de identificar sinais de vasoconstricéo,
hemorragia e coagulagcéo. O tempo (em segundos) que cada um dos sinais iniciou foi
aplicado na Equacéao 2 (VARGAS et al., 2007).

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

]
200 (Eq. 2)

indice de Irritagdo =

Através desta formula foi quantificado o potencial de irritacdo observado. O
indice de irritagdo € determinado de acordo com os valores a seguir: 0,0-0,9, sem
irritacdo; 1,0-4,9, leve irritacéo; 5,0-8,9, irritacdo moderada; e 9,0-21,0, grave irritacao

(STEILING et al. 1999). Todos os ensaios foram repetidos 5 vezes.

5.25.2 Teste do MTT

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

As linhagens celulares HCT116 (Carcinoma colorretal humano), HL-60
(Leucemia promielocitica humana), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humana),
L929 (fibroblasto de camundongos) e RAW 264.7 (macréfagos de camundongos)
foram mantidas em meio de cultura contendo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) e RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucéo
de antibidtico (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a
37°C em atmosfera umida enriquecida com 5% de CO..

As células HCT116, MCF-7,L929 e RAW 264.7 (10° células/mL) e HL-60 (3 x
10° células/mL) foram plagueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24h. Apés
esse periodo, 10uL das solugdes foram adicionados aos po¢os ha concentracao final
de 50ug/mL para o gel (10mg/mL) pH 6,4, nanoparticulas (10mg/mL) pH 7,4 e gel +
nanoparticulas (10mg/mL) pH 7,4. O farmaco doxorrubicina (10ug/mL) foi utilizado
como padrdo. Apos 72h de reincubacéo foi adicionado 25 pL de MTT (5mg/mL) e
depois de 3h de incubacao, o meio de cultura com o MTT foram aspirados e 100uL de
DMSO foi adicionado a cada pogco. A absorbancia foi medida em um leitor de
microplacas no comprimento de onda de 560nm.


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole

46

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de
inibicdo foi calculada no programa GraphPad Prism 7.0 demo. A avaliacdo da toxidade
foi feita de acordo com a escala proposta por Rodrigues et al. (2014): 95 - 100% de
inibicdo celular — citotoxica; 70 - 90% de inibig&o celular - citotoxicidade moderada e

< 50% de inibicao celular — sem citotoxicidade.

5.2.6 Determinacdao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do gel, das nanoparticulas e do gel enriqguecido com
nanoparticulas foi analisada através dos testes da captura do radical livre DPPH, do
ABTS e pelo método de reducéo do ferro (FRAP).

5.2.6.1 Teste do DPPH

A capacidade de inibicdo do radical livre DPPH pelas substancias teste foi
determinada de acordo com o0 método de Chen et al. (2015). 2,5ml de cada substancia
teste na sua concentragdo CIM/2, CIM e 2CIM foi adicionado separadamente em
2,5ml da solucdo de DPPH preparada em etanol (50mg/L).

A mistura foi agitada utilizando um vortex e incubada por 30 minutos a 33°C.
Depois do periodo de incubacao, a absorbancia das amostras foi medida usando um
UV-VIS espectrofotdmetro (Agilent, USA) em um comprimento de onda de 517nm. O
percentual de inibicdo do radical livre DPPH pelas substancias teste foi calculado de

acordo com a equacao 3.

Inibicdo do radical DPPH (%) = [1 — (Aa— Ab/ Ac)] x 100 (Eg. 3)

Onde:
Aa = absorbancia da amostra + solugédo de DPPH
A = absorbéancia da amostra sem a solugédo do DPPH

Ac = absorbancia do branco controle sem a amostra

5.2.6.2 Teste do ABTS
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Esse teste foi realizado de acordo com a metodologia de Larrauri et al. (1997)
com algumas modificacdes. O radical ABTS foi preparado a partir da reacdo de 5mL
da solucao estoque de ABTS (7mM) com 88uL da solucédo de persulfato de potassio
(140mM). Em seguida, essa mistura permaneceu a temperatura ambiente no escuro
durante 16 horas. Depois, foi diluido 1mL desta mistura em alcool etilico até obter uma
absorbancia de 0,70nm + 0,05nm a 734nm.

Em ambiente escuro, foi transferido separadamente 30uL de cada substancia
teste nas suas concentragcbes CIM/2 , CIM e 2CIM para tubos de ensaio com 3,0mL
do radical ABTS e em seguida os tubos foram homogeneizados no vortex. Apés 6
minutos, a leitura da absorbancia das amostras foi feita utilizando o UV-VIS
espectrofotometro (Agilent, USA) em um comprimento de onda de 734nm. O
percentual de inibicdo do radical livre ABTS pelas substancias teste foi calculado de
acordo com a equagao 4.

Inibicdo do radical ABTS (%) = [1 — (Aa— Ab/ Ac)] x 100 (Eq. 4)

Onde:
Aa = absorbancia da amostra + solugédo de ABTS
Ap = absorbancia da amostra sem a solugéo do ABTS

Ac = absorbancia do branco controle sem a amostra

5.2.6.3 Método de reducéo do ferro (FRAP)

O método FRAP realizado de acordo com o preconizado por Rahainee et al.
(2017) com algumas modificagdes. O reagente FRAP foi obtido a partir da combinacgéao
de 25mL de tampéo acetato (0,3M), mais 2,5mL de uma solugéo de TPTZ (10mM) e
2,5mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico (20mM)

Em ambiente escuro, foi transferido 90uL de cada substancia teste diluida em
sua respectiva concentracao inibitéria minima para tubos de ensaio contendo 270uL
de &gua destilada e 2,7mL do reagente FRAP. Em seguida, os tubos foram
homogeneizados no vortex e incubados a 37°C. Apdés 30 minutos, a leitura das
absorbéancias foi feita utilizando o UV-VIS espectrofotometro (Agilent, USA) em um
comprimento de onda de 595nm. Os resultados obtidos foram expressos em uM de

equivalente de ferro, utilizando sulfato ferroso como padréo.
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5.2.7 Determinacdo das concentragdes inibitdorias minimas das substancias

teste

A determinacédo da concentracao inibitéria minima foi realizada separadamente
para as nanoparticulas de quitosana, gel de quitosana e gel de quitosana enriquecido
com nanopatrticulas frente aos fungos fitopatogénicos do morango (Botrytis cinerea,
Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger).

A quitosana e as nanoparticulas foram diluidas separadamente em &acido
acético 1%, sendo o pH ajustado para 5,6 com NaOH 1% para obtencéo da solucéo
mae (20mg/ml) que deu origem ao gel de quitosana e a solucao de nanoparticulas de
quitosana (SHIGEMASA; MINAMI, 1996). Diferentes diluicbes seriadas do gel de
guitosana e das nanoparticulas de quitosana juntos foram feitas para determinar o
CIM da combinacéao das substancias frente aos fungos fitopatogénicos estudados.

Para determinar a concentracdo minima inibitoria (CIM) foi realizado o teste de
macrodiluigdo em caldo. Inicialmente, os fungos foram cultivados em meio BDA
(batata dextrose 4gar) a 25°C-28°C por 7 dias para suficiente esporulacdo. Os esporos
fungicos foram coletados através de um swab e suspensos em solucéo salina 0,9%
estéril. O numero de esporos presentes na suspensdo foi quantificado por um
hematocitdmetro. A concentragdo de esporos obtida foi ajustada com solugao salina
estéril para fornecer um inéculo fangico padrdo de 10° esporos/ml (RASOOLI;
ABYANEH, 2004; RASOOLI; OWLIA, 2005).

Inicialmente, 0,5ml do inéculo flngico padronizado em 10° esporos/ml foi
inoculado em 2ml de meio Sabouraud liquido, com a concentragédo final do meio
ajustada para 5ml. Em seguida, 2,5ml das solu¢cBes das substancias teste em
diferentes concentracdes foram adicionados (SHARMA; TRIPATHI, 2008). Os tubos
contendo a mistura do meio de cultura, in6culo fingico e substancia teste foram
incubados a 25°C durante 7 dias ou até o crescimento fungico visivel do tubo controle
(tubo sem a presenca de substancia teste). Ao final do periodo de incubacé&o, a menor
concentracdo de cada substancia teste que ndo permitiu crescimento fungico foi
considerada a CIM (VASCONCELOS DE OLIVEIRA et al., 2014a).

A solucédo de pH 5,6 (4cido acético ajustado com NaOH) utilizada para diluicao
das substancias teste também foi testada como outro tipo de controle e néo

apresentou inibicdo do crescimento fungico. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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A inibicdo de crescimento de cada fungo foi avaliada separadamente para cada

substancia teste.

Baseado nos valores de CIM encontrados, diferentes concentragdes (CIM/2,
CIM, 2CIM) do gel, das nanoparticulas de quitosana e do gel enriquecido com as
nanoparticulas de quitosana foram escolhidas para serem aplicadas nos

subsequentes testes de atividade antifingica.

5.2.8 Método Checkboard

O método Checkboard é uma técnica muito utilizada para avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de combinacdes de substancias. Através desse método, o
resultado da CIM da mistura para cada fungo analisado foi classificado como
sinergismo, aditivo, indiferente ou antagonismo, através do calculo da concentragcao
inibitoria fracionada (CIF). A CIF foi calculada somando as concentragées inibitorias
fracionadas do gel de quitosana (CIFa) e das nanoparticulas de quitosana (CIFs),

segundo a equagao abaixo.

CIFa = CIMa combinacéo / CIMa sozinho

= Eq. 3
CIFs = CIMg combinag&o / CIMs sozinho CIF=CIFa+CIFs  (Ea.3)

Os resultados foram interpretados da seguinte forma: sinergismo (< 0,5), aditivo (0,5
—1,0), indiferente (>1,0), antagonismo (> 4,0) (SCHELZ et al., 2006).

5.2.9 Efeito das substancias teste sobre o crescimento radial fungico

A analise da inibicdo da massa micelial fungica foi determinada utilizando a
técnica do envenenamento do substrato de crescimento (diluicdo em meio sélido)
(OLIVEIRA et al., 2017). Um disco de agar (5mm de diametro) contendo micélio dos
fungos analisados foi retirado de uma placa da cultura fungica com 7 dias de

crescimento. Em seguida, esse disco foi transferido para o centro de uma placa de
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petri contendo BDA suplementado com gel de quitosana ou nanoparticulas de
guitosana ou a mistura de gel e nanoparticulas nas concentracdes de CIM/2, CIM e
2CIM e a placa foi incubada a 25°C. Foi preparada também uma placa de petri sem a
presenca das substancias teste para representar o controle e uma placa de petri
contendo a solucado de pH 5,6 (solugédo utilizada anteriormente para dissolver as
substancias teste) que nao exibiu nenhum efeito inibitério no crescimento radial
micelial dos fungos testados.

O crescimento micelial radial foi medido diariamente durante 7 dias ou até o
completo crescimento das placas controle. O diametro (mm) micelial radial de cada
fungo foi medido em duas direcdes perpendiculares para obtencao do diametro médio.
A analise foi feita em triplicata e os resultados foram expressos em percentual de
inibicdo do crescimento micelial radial em relagdo ao ensaio controle ao final do

periodo da andlise.

5.2.10 Efeito das substancias teste sobre a germinacéo dos esporos fungicos

Aliquotas de 0,1ml de cada solugdo contendo diferentes concentragdes das
substancias teste (CIM/2, CIM e 2CIM) foram misturadas com 0,1ml da suspenséo de
esporos flingicos (108 esporos/ml) obtidos de cultura com 7 dias de crescimento em
agar Sabouraud a 25-28°C. Depois, 0,1ml do sistema foi colocado no centro de
laminas de vidro estéreis e posteriormente incubadas em camera Uumida a 25-28°C
por 24 horas. Em seguida, cada lamina foi fixada com o corante azul lactofenol e a
analise da germinacdo dos esporos foi realizada através da microscopia Optica.
Aproximadamente 200 esporos foram contados em cada lamina.

A efetividade das substancias teste em inibir a germinagdo dos esporos foi
observada através da comparacao entre o numero de esporos germinados no ensaio
controle (no qual as substancias teste foram substituidas por meio Sabouraud liquido)

€ No ensaio com a presenca das substancias teste (FENG; ZENG, 2007).

5.2.11 Efeito das substancias teste sobre a morfologia fungica

Inicialmente, 108 esporos/ml dos fungos foram coletados e inoculados em caldo

Sabouraud acrescido de gel de quitosana, nanoparticulas de quitosana e da mistura
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de ambos na concentracdo sub-inibitoria (CIM/2) e incubados a 25°C sob agitacéo
orbital de 150rpm por 3 dias (RASOOLI; OWLIA, 2005; RASOOLI et al., 2006). As
amostras controle cresceram no meio sem as substancias-teste. Em seguida, as
amostras foram coletadas e lavadas com solugao salina (pH 7,2) por 3 vezes, 10
minutos cada e fixadas com glutaraldeido 2,5% com verde malaquita 0,05% em
tampao fosfato 0,1M por 1h a 28°C. Apos a fixacdo, as amostras foram novamente
lavadas com tampéo fosfato 0,1M por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
gradativamente desidratadas em etanol nas concentragdes de 50%, 70% e 90% (5
minutos cada) e na concentracéo de 100% por 3 vezes de 10 minutos. Em sequéncia,
as amostras foram imersas em hexametildisilazine (HDMS) 100% por 5 minutos para
secagem. Apos o tratamento com HDMS, as amostras foram mantidas em dessecador
por 24h e em seguida foram montadas em suportes de aluminio, metalizadas com
ouro (espessura de 10nm) e observadas ao Microscépio Eletrénico de Varredura
JEOL LV 5600 operando a 18Kv (BATTISTELLI et al., 2005; TYAGI; MALIK, 2010)

5.2.12 Preparacao das coberturas comestiveis para aplicacdo nos morangos

As substancias teste aplicadas para coberturas comestiveis nos frutos foram:
gel de quitosana, nanoparticulas de quitosana solubilizadas em glicerol e gel de
guitosana enriquecido com nanoparticulas. O gel de quitosana foi utilizado na maior
concentracdo inibitéria minima determinada para os fungos analisados. Para a
formacao do gel de quitosana, quitosana foi diluida em &cido acético a 1% e o pH do
meio corrigido para 6,0 com adicao de NaOH 1%.

As nanoparticulas foram liofilizadas e diluidas em agua destilada contendo
glicerol (2,5ml / 100ml) como plastificante para melhorar a forga e a flexibilidade da
solucao de cobertura. Ja as nanoparticulas que foram adicionadas ao gel de quitosana
foram diluidas no préprio gel apés a correcdo do pH do meio. A concentracao utilizada
das nanoparticulas e da mistura do gel com nanoparticulas também foi a maior CIM
determinada para os fungos analisados.

Todas as diluicbes foram realizadas através de agitacdo magnética a

temperatura ambiente para completa dispersdo das substancias constituintes.
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5.2.13 Efeito das coberturas sobre os parametros fisico-quimicos dos
morangos

Os morangos trés dias apos a colheita foram previamente selecionados de
acordo com sua coloracdo e auséncia de danos mecénicos e infeccbes fungicas
visiveis. Em seguida, foram mergulhados em solucéo de hipoclorito (1%v/v) por 15
minutos, lavados com agua potavel e deixados por 2 horas a temperatura ambiente
para secar. Depois, os frutos foram divididos em 5 grupos, um controle negativo (sem
tratamento), um controle positivo (fruto recoberto com glicerol na concentracao de
2,5ml/100ml), o grupo do gel de quitosana, outro das nanoparticulas de quitosana e
outro do gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas. Os morangos foram
imersos por 1 minuto no gel de quitosana, nas nanoparticulas de quitosana, no gel
enriquecido com nanoparticulas e no glicerol.

Apos este procedimento, os frutos foram deixados em temperatura ambiente
durante 30 minutos para a secagem das coberturas comestiveis aplicadas. Cada
tratamento incluiu 40 morangos que foram acondicionados em bandejas de polietileno
com tampa e um grupo foi armazenado a temperatura ambiente por 6 dias enquanto
outro grupo foi armazenado sob refrigeracao por 12 dias (GOL et al., 2013; OREGEL-
ZAMUDIO et al., 2017; SHAHBAZI et al., 2018).

Durante esse periodo, os morangos foram analisados a cada 3 dias de
armazenamento (0, 3, 6 dias — grupo néao refrigerado e 0, 3, 6, 9, 12 dias — grupo
refrigerado) quanto a umidade, solidos soluveis, pH, indice de maturacdo e acidez
titulavel, de acordo com as normas preconizadas pela AOAC (2012), percentual de
infeccao visivel (CASTELO BRANCO MELO et al., 2018), perda de peso (GOL et al.,
2013), antocianina (LEES; FRANCIS, 1972) e evolucéo da cor (CIE 1986).

5.2.13.1 Umidade
O teor de umidade foi determinado por aquecimento dos frutos em estufa a
70°C por 24 horas até obtencdo de massa seca (AOAC, 2012 - Método 934.06). Os

resultados foram expressos em porcentagem.

5.2.13.2 pH
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A amostra da fruta foi diluida em agua destilada e o pH foi determinado por
pHmetro digital da marca Micronal B474 (AOAC, 2012 - Método 918.12).

5.2.13.3 Acidez titulavel

A amostra da fruta triturada foi diluida em agua destilada foi acrescida do
indicador fenoftaleina. A acidez total titulavel, foi determinada por meio da titulacéo
com solugdo de NaOH 0,1N, seguida da determinagdo do ponto de viragem em pH
8,2 utilizando um pHmetro digital (MICRONAL B474) (AOAC, 2012 - Método 920.149).

Os resultados foram expressos em percentual de acido citrico.

5.2.13.4 So6lidos soluveis

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

5.2.13.5 indice de maturacgéo

O indice de maturacdo dos morangos foi calculado pela relacdo do teor de
sélidos soluveis e acidez titulavel, de acordo com o preconizado por Perdones et al.
(2012).

5.2.13.6 Antocianinas

O total de antocianinas presentes nos morangos foi estimado pelo método de
Lees e Francis (1972). Inicialmente, 1 grama da polpa da fruta foi misturado com 20ml
do solvente extrator (95% etanol: 1,5N HCI, 85:15) e a mistura foi deixada a uma
temperatura de 4°C durante 24 horas. Em seguida, as amostras foram filtradas em
baldo volumétrico e protegidas da luz (coberta com papel aluminio). Os residuos
remanescentes foram lavados com o solvente extrator para a completa remocao dos
pigmentos. O volume do baléo foi completado para 100ml com o0 mesmo solvente e a
absorbancia foi medida a 535nm para a quantificacdo do teor de antocianina. Os

resultados foram expressos em mg/100g.
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5.2.13.7 Evolucéo da cor

A cor dos morangos foi medida em 3 diferentes posi¢des da fruta com o Sistema
CIELab (L*, a*e b*), utilizando um colorimetro Minolta Modelo CR-300 (Osaka, Japao)
de acordo com a Comisséo Internacional de lluminagcdo (CIE, 1986). Antes da
medicao de cor, o colorimetro foi calibrado com uma placa de ceramica branca padréo
(L*=96;a*=0,14* b *=1,63). Para a medicao foi usado com o iluminante D65 (luz
do dia normal) a um angulo de 10 ° (VASCONCELOS DE OLIVEIRA et al., 2014b).

Foram medidos os L* e as coordenadas a* e b*. O parametro L* esta associado
a luminosidade das amostras, a coordenada cromatica a* esta associada a dimensao
verde-vermelho e a coordenada cromatica b* esta associada a dimenséo azul-
amarelo. Através das medidas das coordenadas a* e b* foi possivel calcular o valor

do angulo hue (h*ab) e do croma (C*ab).

5.2.13.8 Perda de peso

A perda de peso foi medida durante todo o intervalo de tempo de
armazenamento dos morangos e calculada de acordo com o preconizado por Gol et
al. (2013). Os morangos foram pesados no dia da aplicacdo das coberturas e a cada
3 dias, seguindo o0 mesmo periodo de tempo determinado para as demais analises
fisico-quimicas. O resultado foi calculado com base no percentual de perda de peso

em relacdo ao peso inicial das frutas (peso referente ao dia da aplicacéo da cobertura).

5.2.13.9 Percentual de infeccao visivel

O numero de frutas com sinais de decomposicao visiveis devido a infec¢des
por microrganismos foi calculado através da divisdo do namero inicial de frutas pelo
namero de morangos em decomposicao multiplicado por 100. Os resultados foram

expressos em porcentagem, de acordo com Castelo Branco Melo et al. (2018).
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5.2.14 Bioatividade das coberturas sobre o crescimento fiungico nos morangos

Os morangos foram higienizados com hipoclorito de sodio (1% v/v) por 15
minutos, lavados com agua potavel e deixados para secar por 2 horas em temperatura
ambiente. Em seguida, foram imersos na solucéo do in6culo fingico (108 esporos/ml)
sob agitacdo magnética, onde permaneceram por 1 minuto. Posteriormente, as frutas
foram imersas durante 1 minuto nas solu¢des de coberturas comestiveis das
substancias teste. Os frutos foram colocados em um filtro de nylon para drenar o
excesso de liquido das amostras e apds a sua secagem foram acondicionadas em
recipientes de polietileno com tampa.

A infeccdo fungica causada nos morangos foi realizada separadamente para
cada espécie fungica teste (Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger).
Os frutos foram divididos em 5 grupos, dos quais 3 grupos foram imersos por 1 minuto
nas solucdes contendo as substancias teste (gel de quitosana, nanoparticulas de
quitosana e gel enriquecido com nanoparticulas), 1 grupo foi o controle negativo, sem
cobertura e 1 grupo foi o controle positivo no qual o fruto foi recoberto por glicerol 0,5%
(VASCONCELOS DE OLIVEIRA et al., 2014b). Os 5 grupos foram armazenados a
temperatura ambiente (25°C) e a temperatura de refrigeracao (12°C), separadamente.

Cada tratamento incluiu 30 frutas que foram avaliadas com 6 e 12 dias em
temperatura ambiente e refrigeracéo, respectivamente. Os frutos foram examinados
pela presenca de infeccdo fungica visivel e os resultados foram expressos em
percentual de fruta infectada (FENG; ZENG, 2007; LIU et al., 2007).

5.2.15 Analise sensorial dos morangos

A pesquisa foi submetida ao Comité de ética e Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco e obteve aprovacao através do
Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica (CAAE) ndmero:
58937016.3.0000.5208 (Anexo 1). Todos os provadores voluntarios foram informados
sobre a andlise e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice
A), conforme a Resolucdo 466/12 da CONEP.

As frutas controle e as tratadas com coberturas comestiveis nas mesmas
concentragcfes das andlises fisico-quimicas foram submetidas a analise sensorial 3

dias ap0s aplicagdo das coberturas e em armazenamento refrigerado. Cada avaliador
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recebeu 5 frutas contendo os diferentes tratamentos e codificadas com nimeros de 3
digitos aleatorios.

Foram realizados os testes afetivos de aceitacdo, intencdo de compra e teste
de ordenacao de preferéncia por 100 provadores nao treinados selecionados de forma
aleatoria entre alunos e funcionarios do Departamento de Nutricdo da UFPE. Todos
os testes foram feitos sobre condicbes controladas de luz e temperatura no

Laboratério de Técnica Dietética do Departamento de Nutricdo da UFPE.

Para o teste de aceitacao foi utilizada uma escala heddnica de 9 pontos, sendo
avaliados os atributos de aparéncia, cor, firmeza, avaliacdo global, sabor e aroma.
Para o teste de intencdo de compra foi empregada uma escala hedonica de 5 pontos
(DUTCOSKY, 2013) (Apéndice B).

5.2.16 Anédlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com estatistica descritiva (média e
desvio padrdo) e testes inferencial (ANOVA seguido pelo teste de tukey) para
determinacdo das diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os
tratamentos e foi utilizado o software Origin (versdo 9.1). Os resultados foram
expressos como a média estimada + desvio padrdo. No planejamento fatorial, os

dados obtidos foram avaliados pelo software Statistica (versao 8.0).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do planejamento 24 estdo na Tabela 3 e foram publicados no livro
do Biomicroworld 2018 (Apéndice C). As formulacdes de nanoparticulas exibiram uma
grande variacéo de tamanho (153,9 — 5841nm) (Tabela 3) e de acordo com o diagrama
de Pareto (Figura 3) todos os parametros influenciaram significativamente (p < 0.05)
nos resultados do DLS. Segundo Kiilll et al. (2016), a caracterizacdo do tamanho das
particulas € muito importante devido a forte influéncia que o tamanho tem em sua

performance bioldgica.

Tabela 3 - Caracteristicas das nanoparticulas de quitosana fangica produzidas no

planejamento fatorial 24.

Ensaio Variavel Respostas
pH [TPP]  [Q] Q:TPP DLS (nm)+SD  PDI +SD PZ (mV) + SD

01 ()50 (H1,0 (H15 (+6:1 1077 + 117,5 0,737+0,151 15,5+ 27,0
02 (*)50 (10 (15 (21 787,9 £ 4,525 0,454 +0,042 12,3+0,53
03 (+)50 (+)10 ()05 (#)6:1 1414 +89,50 0,509 £0,028 18,8+1,79
04 (50 (¥10 ()05 ()21 5841 +896,5 0,119+0,094 11,5+0,38
05 (V50 ()06 (Y15 (#H61 1404 + 27,62 0,785+0,129 13,7 +2,57
06 (50 ()06 (H15 ()21 4924 +11.27 0,512 +0.024 14,4+0,84
07 (V50 ()06 ()05 ()61 385,9 +12,73 0,402 +0.045 18,7+1,78
08 ()50 ()06 ()05 ()21 431,2 +149,3 0,312+0,140 22,1+2,19
09 ()30 (¥10 ([#H15 @61 312.4 +204,2 0,580+0,016 28,5+ 1,60
10 ()30 (#H10 (#H1L5 ()21 313,0 + 5,463 0,306 +0,037 21,4+ 0,65
11 ()30 (¥10 ()05 (61 182,4 + 7,637 0,615+ 0,000 19,9+1,01
12 ()30 (H10 ()05 ()21 229,2 + 72,70 0,322+0,043 20,4 +0,66
13 ()30 ()06 #H15 (61 821,0 + 38,54 0,866 + 0,040  34,0+1,01
14 ()30 ()06 (15 ()21 236,2 + 2,810 0,418 +0,007 23,1+ 0,40
15 )30 ()06 ()05 (+v61 925,0 + 145,6 0,902 £ 0,087 28,2+0,47
16 ()30 ()06 ()05 ()21 153.9 + 32.74 0.586 +0.100  16.2 +0,70
17 (040 (0)0,8 (0)1,0 (0)41 231.3+0.084 0.502 +0.007 19.5+0,84
18 040 (©O08 (01,0 (0)41 263.3 +£4.809 0.426 +0.059 20.3+1,20
19 040 (©O08 (01,0 (0)41 267.8 £6.270 0.341+0.008 21.5+0,99
20 (0040 (0)0,8 (01,0 (0)4:1 228.9 +8.262 0.433+0.026 20.9+1,27
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Como pode ser observado na Figura 3, o valor do pH da solucdo de quitosana
foi o parametro que mais influenciou no tamanho da particula. As particulas que
apresentaram tamanho micrométrico tiveram uma variavel em comum, o pH =5,0. De
acordo com Pinho Neves et al. (2014), baixos valores de pH (< 4,5) favorecem a
protonacdo dos grupos —NH:z da cadeia polimérica da quitosana em —NHz*, o que
promove a formacédo de particulas pequenas, ou seja, existem mais grupos aminos
livres capazes de se ligar aos grupos fosfatos do TPP e, portanto, formar
nanoparticulas. Por isso, em pH 5,0 a cadeia de quitosana estd menos protonada e
apresenta mais dificuldade em ligar-se ao TPP, o que dificulta a formagao de

nanoparticulas como observado nos ensaios 1, 3, 4 e 5.

Figura 3 - Diagrama de Pareto relacionado ao tamanho das nanoparticulas

produzidas no planejamento fatorial 24.
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Além disso, o planejamento fatorial 24 também indicou que altas concentragdes
de TPP aumentam o tamanho das particulas, como pode ser observado na Figura 4.
Segundo Bugnicourt et al. (2014), o excesso de moléculas de TPP favorece a ligagédo
entre varias particulas ao mesmo tempo e consequentemente pode ocasionar o
fendbmeno de agregacao, resultando na formacdo de grandes aglomerados de

particulas.

Comportamento oposto é observado ao analisar a influéncia da concentracao
de quitosana e da propor¢do Q:TPP no tamanho das particulas. Com o aumento
dessas variaveis ha uma diminuicdo no tamanho das particulas formadas, ou seja, €
necessaria a utilizacdo de elevadas concentracfes de quitosana para obtencéo de

particulas pequenas.
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Figura 4 - Gréficos de superficie de resposta do efeito da concentracdo da quitosana (A), da concentracdo de TPP (B) e da

Q:TPP (C) em diferentes valores de pH no tamanho das particulas (DLS).
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Os valores de PDI séo utilizados para estimar a uniformidade do tamanho
das particulas em suspensao (ING et al., 2012). Baixos valores de PDI (< 0.1)
correspondem a formacdo de uma amostra de particulas monodispersas. De
acordo com os resultados do planejamento fatorial 24, os valores de PDI foram
intensamente afetados pela concentracdo de quitosana e pela proporcdo Q:TPP
(Figura 5). Quando houve o aumento dessas variaveis, os valores de PDI
também aumentaram. Em altas concentracdes de quitosana e da proporcao
Q:TPP (v/v), o equilibrio entre as ligacdes de hidrogénio e as repulsdes
eletrostatica entre algumas particulas pode ser quebrado levando a formacgéo de
agregados e comprometendo a dispersividade da suspensédo (BUGNICOURT et
al., 2014).

Figura 5 - Diagrama de Pareto relacionado ao PDI das nanoparticulas

produzidas no planejamento fatorial 24.
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A formacdo desses agregados pode ser evitada com o aumento da
concentracdo de TPP. O gréfico de superficie de resposta mostra que a
concentracdo de TPP tem uma alta influéncia nos valores de PDI (Figura 6).
Quando a concentracdo de TPP aumenta, os valores de PDI diminuem

significativamente (p < 0,05).



Figura 6 - Graficos de superficie de resposta do efeito da concentragdo da quitosana (A), da concentracdo de TPP (B) e da

proporcéao Q:TPP (C) em diferentes valores de pH nos valores de PDI.
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Todas as particulas formadas com base no planejamento fatorial 24
apresentaram carga superficial positiva e isso se deve aos grupos aminos
presentes na cadeia de quitosana. Para o potencial zeta, foi observado através
do diagrama de Pareto, que apenas a concentracdo de quitosana nao foi

estatisticamente significante (p < 0,05) (Figura 7).

Figura 7 - Diagrama de Pareto relacionado ao potencial zeta das

nanoparticulas produzidas no planejamento fatorial 24.
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Os resultados também mostraram que o aumento do pH e da
concentracdo de TPP diminuiram os valores do potencial zeta. Esse
comportamento ja é esperado porque, nessa situacdo 0S grupos aminos da
molécula de quitosana diminuem e, portanto h4 uma menor quantidade de
cargas na superficie da particula formada (BUGNICOURT et al., 2014). Os
resultados encontrados estdo de acordo com os relatados por Rampino et al.
(2013) e Fan et al. (2012).

No entanto, aumentando a proporcdo Q:TPP, indiretamente, aumenta a
concentracdo de quitosana e consequentemente aumenta o0 potencial zeta
(Figura 8). Apesar disso, no planejamento fatorial 2* apenas um experimento
apresentou potencial zeta >+30mV, no entanto essa formulag&o tinha uma média

de tamanho elevada (821nm).
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Figura 8 - Graficos de superficie de resposta do efeito da concentragdo da quitosana (A), da concentracdo de TPP (B) e da
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De acordo com Fabregas et al. (2013), nanoparticulas com carga
superficial acima de +30mV sdo mais estaveis, 0 que previne sua agregacao
depois da sintese. O tamanho e o potencial zeta das particulas sdo importantes
propriedades que influenciam na atividade antifingica das nanoparticulas de
guitosana. Nanoparticulas com diferentes tamanhos e potencial zeta podem

apresentar diferentes mecanismos de inibicdo contra fungos (ING et al., 2012).

Portanto, como ndo foi possivel no planejamento fatorial 24 obter
particulas de pequeno tamanho e potencial zeta > +30mV, um novo
planejamento fatorial 22 foi realizado variando apenas as concentragdes de
quitosana e TPP e mantendo o valor de pH = 4 e a proporgéo Q:TPP = 4:1
(Tabela 4).

Tabela 4 - Niveis das variaveis utilizadas no planejamento fatorial (22).

Parametro Nivel -1 Ponto Central Nivel +1
[Q] 2,0 2,25 2,5
[TPP] 0,8 0,9 1,0

Os resultados do planejamento fatorial 22 estdo descritos na tabela 5.
Esse segundo planejamento exibiu menor variagcdo de tamanho entre as
particulas produzidas em relacdo ao primeiro planejamento fatorial. Tanto a
concentracdo de quitosana como a concentracdo de TPP aumentaram
significativamente (p < 0,05) os valores de DLS, ou seja, com 0 aumento dessas

variaveis o tamanho das particulas aumentaram (Figura 9).

De acordo com varios autores, o tamanho das particulas aumenta com o
aumento da concentragcdo de quitosana porque as cadeias poliméricas
aproximam-se uma das outras (uma elevada concentragéo de quitosana envolve
um elevado nimero de cadeias poliméricas em apenas uma particula) (FAN et
al., 2012; RAMPINO et al., 2013; BUGNICOURT et al., 2014). Além disso,
segundo Kiilll et al. (2016), a quitosana em grande quantidade pode néo
solubilizar-se completamente favorecendo um aumento no tamanho das

particulas ou até mesmo formando agregados. Portanto, a concentragdo de
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guitosana € um parametro decisivo na sintese de nanoparticulas de quitosana

pelo método de gelificacdo i6nica. Ela governa formacdo de nanoparticulas
individualizadas ou de grandes agregados (BUGNICOURT et al., 2014).

Tabela 5 - Caracteristicas das nanoparticulas produzidas no planejamento

fatorial 22.
Ensaio Variaveis Respostas
[Q] (mg/mL) [TPP] (mg/mL) DLS (nm)+SD PDI+SD PZ (mV) £ SD

01 (+) 2,5 (-) 0,8 462,2 + 1,92 0,550 + 0,002 25,3+1,30
02 (+) 2,5 (+) 1,0 487,3+ 2,40 0,491 +0,010 25,6+0,40
03 ) 2,0 (1,0 331,1 +5,13 0,377 +£0,008 34,0+0,83
04 (-) 2,0 (-) 0,8 298,7 £5,25 0,593+0,003 31,0+1,00
05 (0) 2,25 (0)0,9 433,6 £ 5,05 0,554 + 0,007 18,7 £ 0,70
06 (0) 2,25 (0)0,9 434,1 + 3,45 0,555 + 0,004 18,4 £ 0,56
07 (0) 2,25 (0)0,9 433,5+2,40 0,555 + 0,005 18,5+ 0,70

Figura 9 - Diagrama de Pareto relacionado ao tamanho das nanoparticulas

produzidas no planejamento fatorial 22.

significativamente (p < 0,05) nos valores de PDI (Figura 10)
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As concentragbes de quitosana e TPP

também

influenciaram

. Neste caso a

concentracdo de TPP deve ser alta para obtencédo de particulas com baixos

valores de dispersédo, como pode ser visto nos ensaios 2 e 3 da Tabela 5. No

entanto, o oposto é observado para a concentracéo de quitosana. E necessario
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gue esta seja baixa (aprox. 2mg/ml) para obtencao de particulas com baixo PDI,

0 que novamente pode ser observado no ensaio 3.

Segundo o gréafico de pareto (Figura 11), o unico fator que influencia
significativamente os valores de potencial zeta das particulas produzidas no
segundo planejamento fatorial foi a concentragdo de quitosana. Apenas as
amostras 3 e 4 deste segundo planejamento fatorial apresentaram resultados >
+30mV. E possivel verificar que essas duas amostras foram produzidas com a
mesma concentracdo de quitosana (2mg/ml). Este resultado esta de acordo com
os gréficos de superficie de resposta (Figura 12) que indicam que o aumento da
concentracéo de quitosana para valores acima de 2mg/ml diminuem os valores

do potencial zeta das nanoparticulas.

Figura 10 - Diagrama de Pareto relacionado ao PDI das nanoparticulas

produzidas no planejamento fatorial 22.
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Figura 11 - Diagrama de Pareto relacionado ao potencial zeta das
nanoparticulas produzidas no planejamento fatorial 22.
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Figura 12 - Gréficos de superficie de resposta do efeito da concentracdo da quitosana e TPP nos valores de DLS (A), PDI (B) e

potencial zeta (C).
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Com base nesses resultados discutidos acima, a melhor concentracdo de
guitosana para producdo de nanoparticulas de quitosana fangica com potencial zeta
> 30mV é 2mg/ml. Além disso, para o potencial zeta a concentragdo de TPP nao foi
estatisticamente significante (p > 0,05). No entanto as nanoparticulas produzidas com
TPP na concentracao de 1mg/ml apresentaram alto potencial zeta e baixo PDI quando

comparada com as particulas sintetizadas com TPP na concentracao de 0,8mg/ml.

As amostras 3 e 4 foram as que apresentaram as menores médias de tamanho,
contudo a amostra 4 exibiu um PDI elevado (0,593). Entédo, baseado nos resultados
obtidos no primeiro (24) e segundo (2?) planejamento fatorial, foi verificado que as
melhores condigbes para obtencdo de nanoparticulas de quitosana fungica
monodispersas e com potencial zeta acima de +30mV foiem pH =4,0e Q:TPP =4:1
(definidos pelo planejamento fatorial 24), Q = 2mg/ml e TPP = 1mg/ml (definidos pelo

planejamento fatorial 22).

Caracterizacado da nanoparticula de quitosana

Medidas de tamanho por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

Entre as determinagbes fundamentais na compreensdo dos materiais
nanométricos esta o tamanho médio das nanoparticulas. E através de um tamanho
nanométrico que se obtém uma grande area superficial e com isso propriedades
diferenciadas em relacdo ao material em escala macro (BRUST,; KIELY, 2002;
TOLEDO, 2015).

A medicao de tamanho das particulas pela técnica de espalhamento dinamico
de luz é utilizada para mensurar o tamanho de particulas na regido nanomeétrica,
dispersas em um liquido. A técnica mede o movimento Browniano que é definido como
movimento aleatério das particulas devido ao bombardeamento por moléculas de
solvente que as rodeiam, ou seja, quanto maior a particula mais lento sera o
movimento Browniano (JOHNSON; GABRIEL, 1995; TOLEDO, 2015).
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O perfil de distribuicdo de tamanho mostrado na Figura 13 representa o
didmetro médio da nanoparticula de quitosana que esta situado em 331,1nm (£ 7,21).
Com base na literatura esse tamanho favorece a atuacdo dessas particulas como
agente anti-fungico, ja que Saharan et al. (2015) e Xing et al. (2016) produziram
particulas com didmetros de 374,3nm e 296,96nm, respectivamente para aplicacdo
contra fungos fitopagénicos. Isso se deve a grande area superficial dessas particulas
gue permitira a sua facil fixacdo em maior numero de fungos, o0 que contribuira para

sua acdo antifungica em coberturas comestiveis (MUBARAKALI et al., 2018).

Pilon et al. (2014) também produziu nanoparticulas de quitosana para aplicacao
em frutas, neste caso em macas, e obteve um didmetro médio de 300nm e resultados
favoraveis da aplicacdo dessas particulas na conservacdo das macés. Portanto, o
tamanho observado para as nanoparticulas de quitosana fungica contribuem néo sé
para a sua a¢ao antifiUngica, mas também € importante para sua acdo na manutencao
da qualidade da fruta como cobertura comestivel. Além disso, essas particulas néo
serdo absorvidas pelo epitélio intestinal de humanos que venham a ingerir na
cobertura comestivel, jA que segundo Severino et al. (2011), particulas >300nm séo

seguras em relacéo a adsorcao pelo epitélio intestinal.

Figura 13 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana fungica
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Através da Figura 13, pode-se observar também que ha apenas um pico, o que
significa que existe apenas uma populag¢do de nanoparticulas na amostra analisada.
Esta uniformidade da amostra pode ser constatada através do baixo PDI de 0,377 (
0,026) encontrado.
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O PDI é um parametro indicativo da largura do pico correspondente ao tamanho
da particula e, portanto, um alto valor de PDI (~1) demonstra a existéncia de
populacdes de particulas com diferentes tamanhos, o que pode significar a formacgéo
de agregados e auséncia de uniformidade da amostra (HANAOR et al., 2012;
O'CALLAGHAN et al.,, 2016). Desta forma, as particulas produzidas na presente
pesquisa podem ser consideradas como nanoparticulas poliméricas de
comportamento monodisperso, devido a sua distribuicdo de tamanho e ao seu baixo
PDI.

De acordo com Paomephan et al. (2018), a utilizacdo de quitosana de baixo
peso molecular favorece a formacéo de particulas pequenas e que apresentam uma
uniformidade de tamanho. Isso pode ser constatado na presente pesquisa em que
além de ser utilizada uma quitosana fungica de baixo peso molecular, foi realizada
também um prévio planejamento fatorial para otimizar a producdo de uma

nanoparticula com o tamanho desejado.

O tamanho é um dos fatores mais significativos quando relacionado a
aplicabilidade dos materiais nanoestruturados. A uniformidade de tamanho
encontrada na amostra favorece a atividade antifingica das nanoparticulas de
guitosana (SAHARAN et al., 2013). Além disso, sabe-se que particulas com tamanho
menor que 80nm permite sua penetracdo em tecidos através de finos capilares, o que
viabiliza sua utilizacdo na area farmacéutica (GAN et al., 2005). Porém, na industria
de alimentos essa capacidade de penetracdo das particulas ndo € desejada. Portanto,
as nanoparticulas produzidas para aplicacdo como cobertura comestivel em
morangos apresentam um tamanho que nao € favoravel a penetracdo celular, mas

gue é capaz de apresentar uma importante atividade antifUngica e conservadora.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A caracterizacdo morfologica pela MEV das nanoparticulas de quitosana
mostraram nanoestruturas compactas, homogéneas, com morfologia esférica e
formacdo de agregados entre as particulas (Figura 14). Segundo Fan et al. (2012),
essa formacdo de agregados é causada pelas ligacdes de hidrogénio entre as
nanoparticulas que se formam durante o processo de secagem da amostra para

analise pela MEV.
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Resultado semelhante também foi encontrado por Hosseini et al. (2016), que
mesmo tendo produzido nanoparticulas menores (40-80nm) que a do presente estudo
ainda assim observou a formacgéao de agregados em sua amostra analisada pela MEV.
Isso demonstra que 0s agregados que estdo presentes na imagem microscopica estao
relacionados muito mais ao processo de preparacéo (secagem) da amostra do que ao
tamanho das particulas ou aos parametros utilizados na metodologia de sua

producéao.

Figura 14 - Microscopia Eletrénica de Varredura das nanoparticulas de quitosana
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Percebe-se uma diminuicdo de tamanho das particulas observadas na MEV

guando comparadas com a média de tamanho analisada pela técnica do DLS. Isso
ocorre porgue na analise do DLS as particulas encontram-se em suspensao
(SCHAFFAZICK et al., 2003; KIILLL et al., 2017), além disso as particulas agregadas
observadas na MEV séo percebidas pelo DLS como uma Unica particula o que faz

com que o tamanho médio constatado pelo DLS aumente (SOUZA et al., 2016).
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Pinho Neves et al. (2014), Hashad et al. (2016) e Rampino et al. (2013) também
produziram nanoparticulas de quitosana através do método de gelificacao ibnica e da
mesma forma obtiveram nanoparticulas homogéneas e esféricas, diferenciando das
particulas produzidas em nosso estudo nos tamanhos observados, ja que as

concentracdes de quitosana e TPP dos trabalhos citados variaram.

Potencial Zeta

O potencial zeta mede a magnitude da repuls@o ou atracdo eletrostatica das
cargas entre particulas, sendo um parametro fundamental que afeta a estabilidade de
uma suspenséo coloidal (MALVERN 2014). A nanoparticula de quitosana produzida
no presente estudo apresentou potencial zeta de +34mV, como pode ser observado
na figura 15. Este resultado mostra que essa nanoparticula é estavel, pois segundo
Ing et al. (2012), nanoparticulas de quitosana com carga superficial maior que +30mV
sd0 mais estaveis e este valor de referéncia € suficiente para prevenir que ocorra a
agregacao das particulas. Aléem disso, esse potencial demonstra também uma alta
afinidade das particulas por membranas biologicas em meio aquoso (SAHARAN et
al., 2013).

Valores altos de potencial zeta (>30mV) para nanoparticulas de quitosana
mostram que existem forcas repulsivas no sistema coloidal, as quais sdo capazes de
minimizar a atracdo entre as particulas e, portanto, evitar agregacdes. As cargas
responsaveis pela producdo dessas forcas repulsivas sao provenientes da cadeia
polimérica de quitosana em que ha grupos aminos livres (FAN et al., 2012).
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Figura 15 - Potencial zeta da nanoparticula de quitosana fangica.
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A carga superficial final das nanoparticulas de quitosana esta relacionada a
concentracdo de quitosana e de TPP utilizados para a producdo das particulas
(HASHAD et al., 2016). Durante o processo de gelificacdo ibnica para a sintese das
nanoparticulas, as cargas negativas do TPP ligam-se as cargas positivas da
guitosana. Os grupos aminos livres que ndo foram ligados ao TPP sdo o0s
responsaveis pela carga superficial das particulas. Por isso a necessidade de
encontrar-se um equilibrio, obtido através da realizacdo prévia do planejamento
fatorial, entre as concentracdes de quitosana e TPP para que ao mesmo tempo em
gue se formem particulas, mantenha-se também um elevado potencial destas
particulas (CALVO et al., 1997).

Vérios trabalhos tem relatado a presenga de um potencial zeta positivo em
nanoparticulas de quitosana, estando de acordo com o resultado encontrado na
presente pesquisa (JONASSEN et al., 2012; MOHAMMADI et al., 2015; CASTELO
BRANCO MELO et al., 2018; MUBARAKALI et al., 2018). O potencial zeta encontrado
de +34mV é especialmente semelhante ao relatado por Ing et al. (2012). Estes
autores, também produziu nanoparticulas com quitosana de baixo peso molecular
para utilizacdo contra fungos e encontrou um potencial zeta de +38mV. Segundo Ing
et al. (2012), essas cargas superficiais das nanoparticulas contribuem para seu efeito
antifingico, ja que as cargas positivas das particulas interagem com as cargas
negativas da parede celular microbiana o que leva a alteracdes na permeabilidade da
membrana e consequentemente vazamento e morte celular. Portanto, o potencial zeta

da nanoparticula produzida no presente estudo estd adequando tanto do ponto de
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vista da estabilidade coloidal da suspenséo quanto da sua capacidade de favorecer a

acao antifungica das particulas.

Espectroscopia naregiao do infravermelho (FTIR)

O espectro do infravermelho mostra a interacao entre os atomos das moléculas
através da formacdo de bandas, caracterizando a estrutura quimica da substancia
analisada (MILIOLI, 2011). Na Figura 16 sdo apresentados os espectros de

infravermelho da quitosana e das nanoparticulas de quitosana.

Foi observado que esses dois espectros diferem entre si, mostrando a
formacédo das nanoparticulas através da molécula inicial da quitosana. No espectro da
guitosana, o pico 3366cm1, que corresponde ao estiramento O-H, € mais largo e mais
plano do que o mesmo pico no espectro das nanoparticulas (3355 cm™). Esse
resultado é semelhante ao encontrado por Hashad et al. (2016), Thandapani et al.
(2017) e Pinho Neves et al. (2014) e sugere a reducao das ligacdes de hidrogénio que
ocorre devido a estrutura mais aberta resultante da interligacdo da quitosana com o

TPP para formacédo das nanoparticulas.

A banda 2863cm™ no espectro da quitosana é atribuida ao estiramento C-H
alifatico da molécula. Para as nanoparticulas de quitosana essa banda corresponde
ao valor de 2866 cmt. Uma outra alteracdo no espectro que indica a formacgédo das
nanoparticulas de quitosana é a mudanca das bandas a 1644 e 1580 cm* da
guitosana para 1640 e 1547 cm™ no espectro das nanoparticulas, representando,

segundo Pinho Neves et al. (2014), os grupos CONH:2 e NHz2, respectivamente.

O deslocamento dessas duas bandas também foi observado por outros autores
(HU et al., 2008; PINHO NEVES et al., 2014; CASTELO BRANCO MELO et al., 2018)
e sugere a ocorréncia de interacao entra as cargas positivas dos grupos aminos da
molécula de quitosana e as cargas negativas dos grupos fosfatos da molécula de TPP.
Além disso a banda 1644 cm*, no espectro da quitosana, corresponde ao estiramento
C=0 segundo Thandapani et al. (2017), jA que a quitosana utilizada na presente

pesquisa € cerca de 86% desacetilada.
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Figura 16 - FTIR da quitosana e das nanoparticulas de quitosana.
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Apesar das diferencas, os dois espectros apresentam uma banda em comum
a 1025 cm™ que representa o estiramento C-O do grupo alcéolico primario. Perto desta
banda estd a banda 1059 cm* da quitosana e 1074 cm™ das nanoparticulas que
correspondem ao estiramento C-N do grupo N-acetilglucosamina, segundo Castelo
Branco Melo et al. (2018).

Todos os dados dos espectros analisados estado de acordo com os encontrados
na literatura quando se comparam os espectros de infravermelho da quitosana e das
nanoparticulas (PINHO NEVES et al., 2014; SHAJAHAN et al., 2017; THANDAPANI
et al., 2017; CASTELO BRANCO MELO et al., 2018). Além disso, como foi relatado
acima, o espectro das nanoparticulas preparadas na pesquisa mostrou 0s picos
caracteristicos da molécula de quitosana e as interacdes quimicas na molécula do

polimero com o TPP que ocorreram para a formacdo das particulas, confirmando
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desta forma, o sucesso da metodologia empregada na formacéo de nanoparticulas de

guitosana fungica.

Estabilidade coloidal das nanoparticulas de quitosana

A Figura 17 mostra as modificacdes que ocorreram nos parametros analisados
das nanoparticulas de quitosana durante os dois meses de armazenamento. Foi
observado que todas as amostras armazenadas em diferentes condi¢cdes de
temperatura apresentaram aumento de tamanho médio das particulas, o que também
foi relatado por Tsai et al. (2011) e Rampino et al. (2013). No entanto, Fan et al. (2012)
nao observou mudancas significativas no tamanho das particulas apés 20 dias de
armazenamento a temperatura ambiente. Mas, o periodo de armazenamento das
nanoparticulas desse autor foi bem inferior ao periodo analisado na presente
pesquisa.

De acordo com Lopez-Leodn et al. (2005), a modificacdo no tamanho das
particulas durante seu armazenamento deve-se a diferentes motivos, como por
exemplo o fenbmeno de agregagcao que proporciona um rearranjo mais eficiente da
suspensao de particulas. A interagdo das cadeias poliméricas livres da quitosana com
as nanoparticulas proporciona uma reorganizacdo das ligacdes intermoleculares e
inchaco das particulas devido a presenca do TPP que gera um influxo de agua por

0osmose.

As amostras armazenadas a 40°C foram as que tiveram o maior aumento de
tamanho que passou de 354nm para 460nm. Isso pode ser explicado pela formacgéo
de grandes agregados nessa temperatura de armazenamento. Al-Manasir et al. (2009)
explicou que em altas temperaturas, as ligacbes de hidrogénio com a agua sao
gradualmente desfeitas e, portanto, a hidrofobicidade do polimero € aumentada com
0 empacotamento dos segmentos hidrofébicos, levando a um progressivo colapso da

cadeia.

Em temperaturas acima de 32°C, a aderéncia hidrofébica das nanoparticulas
de quitosana aumenta promovendo a formacdo de grandes agregados (LOpez-Leon
et al., 2005). Além disso, Jonassen et al. (2012), também relatou que o aumento na
temperatura diminui a viscosidade da quitosana da suspensédo favorecendo o

movimento Browniano das nanoparticulas e aumentando a frequéncia de colisbes
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entre as particulas e com isso uma permanente ligacdo entre elas. Portanto, todos

esses fendbmenos sao responsaveis pela formacédo de agregados.

Figura 17 - Tamanho médio (a), PDI (b), potencial zeta (c), turbidez (d) e pH (e) das

nanoparticulas de quitosana fangica armazenadas a 5, 25 e 40°C por 2 meses.
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Segundo Morris et al. (2011), o tamanho das particulas é o fator mais
importante para determinar sua estabilidade, mas nédo € o unico. O aumento dos
valores de PDI durante o periodo de armazenamento das amostras em diferentes
temperaturas (Figura 17b) reflete também a formacédo de agregados e a perda de
esfericidade das particulas. Novamente as amostras armazenadas a 40°C
apresentaram um maior valor de PDI. Esse mesmo comportamento pode ser

observado na figura 17e para os valores de pH das particulas armazenadas a 40°C.

Em valores de pH mais elevados ha modificagcdes nas cargas superficiais das
particulas, com diminuicdo na quantidade de cargas positivas. I1Sso promove a
formacao de agregados j& que o pKa da quitosana é proximo a um pH neutro e com

isso as particulas tendem a espontaneamente unirem-se em pH ligeiramente basicos,
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nos quais elas encontram-se completamente sem cargas (LOPEZ-LEON et al., 2005).
Pode ocorrer também durante o periodo de armazenamento das nanoparticulas em
suspensao, uma auséncia de forcas repulsivas entre as particulas e isso faz com que
o sistema perca sua estabilidade coloidal e comece a agregar (LOPEZ-LEON et al.,
2005). Portanto, a temperatura de 40°C favorece o aumento do pH da suspenséao

coloidal de nanoparticulas o que parece induzir uma desestabilizacdo desse sistema.

A agregacdo representa um problema recorrente na formagao de
nanoparticulas. Normalmente ela ocorre devido a colisdo e adesdo das particulas
durante seu armazenamento. As nanoparticulas aglomeram-se umas com as outras
para reduzirem sua area superficial e entdo reduzir a energia superficial livre (Tsai et
al., 2011).

Isso mostra que baixas temperaturas sdo importantes para aumentar a
estabilidade das particulas (Fan et al., 2012). A formacdo de aglomerados de
nanoparticulas pode ocorrer em qualquer temperatura, no entanto em baixas
temperaturas é esperado um aumento da estabilidade em longo prazo das particulas,
como pode ser observado nas amostras armazenadas em 5 e 25°C.

Outro importante parametro para avaliar a formacdo de agregados é a
modificacdo da turbidez das amostras durante o tempo. Essa turbidez é afetada por
vérios fatores, entre eles o tamanho das particulas. A agregacdo das cadeias
poliméricas ou das nanoparticulas levam a formacéao de grandes particulas e com isso
um aumento da turbidez da suspensao (Jonassen et al., 2012).

No inicio, a turbidez das amostras armazenadas a 25 e 40°C aumentou e
depois de duas e quatro semanas de armazenamento, respectivamente, mantiveram-
se constante (Figura 17d). J& nas amostras armazenadas a 5°C, a turbidez aumentou
durante as duas primeiras semanas e depois diminuiu. Isso significa que a formacao
de agregados ocorreu mais intensamente nas primeiras 2 ou 4 semanas de
armazenamento e depois deste periodo a agregacao continua ocorrendo (como pode
ser visto nos resultados de DLS e PDI), mas menos intensamente e ndo sendo capaz
de modificar os valores de turbidez.

Todas as particulas exibiram potencial zeta positivo durante os dois meses da
andlise (Figura 17c). Resultado semelhante foi encontrado por Fan et al. (2012).
Segundo esse autor, quando a quitosana e o TPP se misturam formam
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espontaneamente complexos com cargas superficiais positivas, como pode ser
confirmado pelas medidas do potencial zeta.

No entanto, pode-se observar que os valores de potencial zeta diminuem
durante o periodo de armazenamento em todas as temperaturas analisadas. Uma
maior diminui¢do foi encontrada nas amostras armazenadas a 40°C. Precocemente,
na segunda semana de armazenamento, essas amostras apresentaram potencial zeta
abaixo de +30mV. De acordo com Ing et al. (2012), nanoparticulas com carga
superficial maior que +30mV sdo mais estaveis e esse valor é suficiente para prevenir
a agregacdao das particulas.

Os baixos valores de potencial zeta da amostra armazenada a 40°C refletem
uma diminuicdo das forcas repulsivas entre as particulas que afetam as interacfes
intra e intermoleculares. Isso faz com que o sistema perca sua estabilidade coloidal e
entdo, as nanoparticulas sem cargas comegam a agregar (LOPEZ-LEON et al., 2005),

0 que pode ser verificado no gréafico do DLS (Figura 17a).

Em outras amostras, os valores de potencial zeta foram menores que +30mV
apenas depois da sexta e da oitava semana para as amostras armazenadas a 25 e
5°C, respectivamente. Essas duas temperaturas foram as mais indicadas em retardar
a diminuicao dos valores de potencial zeta e consequentemente ajudaram a manter a
estabilidade das particulas. De acordo com Saharan et al. (2015), particulas com
cargas superficiais positivas sdo mais estaveis e exibem uma alta afinidade por
membranas bioldégicas em meio aquoso e com isso uma maior atividade antifangica.
Portanto, as nanoparticulas de quitosana ndo devem ser armazenadas na
temperatura de 40°C, pois essa condicdo mostra-se inadequada para manutencao
das caracteristicas originais das particulas o que ira influenciar na sua aplicagcdo como

agente antifangico.

J& que as nanoparticulas de quitosana se comportam como um sistema
metaestavel, diversos autores recomendam que elas sejam armazenadas liofilizadas
para que sejam evitados as interacbes e modificagdes que ocorrem na suspensao
coloidal das nanoparticulas (LOPEZ-LEON et al., 2004; FAN et al., 2012; MORRIS et
al., 2011).

Determinacao da toxicidade
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Teste da membrana coriolantdide do ovo de galinha (HET-CAM)

O teste do HET-CAM foi utilizado para a analise de efeitos inflamatoérios e
vasculares causados pelas nanoparticulas de quitosana utilizadas no presente estudo.
N&o foi observada nenhuma mudanca na membrana coriolantide do embrido, sem
sinal de ocorréncia de hemorragia, vasoconstriccdo e coagulacdo durante os 5
minutos de realizacdo do teste (Figura 18). Esse resultado € semelhante ao
encontrado por Melo et al. (2016) que também produziu nanoparticulas de quitosana
fungica e através do teste do HET-CAM néo observou nenhum efeito vascular na

membrana coriolantéide do ovo.

Figura 18 - Membrana coriolantéide apés a deposi¢ao das nanoparticulas de

guitosana fungica (A) e microscopia Optica dos vasos analisados (B).
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E de extrema importancia a avaliacdo toxicolégica de materiais
nanoestruturados, devido a seu tamanho e formato, capazes muitas vezes de penetrar
em tecidos e causar danos celulares (RAMPINO et al., 2013). A técnica de gelificacao
idnica utilizada para producdo das nanoparticulas de quitosana evita o uso de agentes
guimicos téxicos. Geralmente essa técnica usa o TPP como o agente de ligacéo para
producdo das particulas e de acordo com Jonassen et al. (2012), o TPP tem sido

reconhecido pela FDA como um aditivo alimentar.

A néo toxicidade de nanoparticulas de quitosana vem sendo relatada também
por outros autores (RAMPINO et al., 2013; BAPTISTA DA SILVA et al., 2016). Este
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efeito ndo-toxico dessas particulas deve-se a sua constituicdo ser de quitosana, que
€ um polimero seguro, ndo-toxico e aprovado para aplicacdes dietéticas pelo FDA em
alguns paises (Japao, Italia e Finlandia) (KEAN; THANOU, 2010).

Outro fator importante para toxicidade é o tamanho das particulas. Existe uma
relacéo entre o tamanho das particulas e sua internalizacédo vascular (FREIRE et al.,
2015). De acordo com GAN et al. (2005), particulas de tamanho pequeno (~100nm)
apresentam captacdo arterial 3 vezes maior em comparacdo com nanoparticulas
maiores (~275nm). Na presente pesquisa, as nanoparticulas de quitosana
apresentaram um tamanho maior que 300nm e mostraram-se nao téxicas pela analise
do HET-CAM o que viabiliza seu uso em alimentos. Isso demonstra, novamente, a
importancia do planejamento fatorial que ajudou na identificacdo dos parametro
adequados para producdo de nanoparticulas com um adequado tamanho para

aplicacado em alimentos e sem a producao de efeitos toxicos.

Teste de citotoxicidade pelo método do MTT

Na Tabela 6 encontram-se os percentuais de inibicdo celular das substancias
teste. As nanoparticulas de quitosana apresentaram inibicdo de crescimento de todas
as células testadas, mas segundo Rodrigues et al. (2014) nenhum desses percentuais
encontrados caracterizam as nanoparticulas como citotoxica. Liu et al. (2009) também
avaliou a citotoxicidade de nanoparticulas de quitosana em fibroblastos e néo

encontrou atividade téxicas nesse tipo de célula.

De acordo com Loh et al. (2012), a citotoxicidade de nanoparticulas esta
relacionada as cargas positivas presentes na sua superficie. Contudo, essas cargas
sdo pH-dependentes, o que significa dizer que no pH utilizado no presente método
(6,4) as cargas superficiais ndo estéo suficientemente ionizadas a ponto de se ligarem
intensamente com as cargas negativas das membranas das células e causar

toxicidade.
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Tabela 6 — Percentual de inibicdo de crescimento de HCT116 (Carcinoma colorretal
humano), HL-60 (Leucemia promielocitica humana), MCF-7 (adenocarcinoma de
mama humana), L929 (fibroblasto de camundongos) e RAW 264.7 (macréfagos de
camundongos) expostos ao gel de quitosana, nanoparticulas de quitosana (nano) e
gel enriguecido com nanoparticulas (G+N).

% inibicao
Produtos teste RAW 264.7 EP HL-60 EP HCT116 | EP | MCF-7 | EP L929 EP
Gel (10mg/mL) ph 6.4 0,00 0,00 | 80,16 | 0,32 0,56 | 23,52 | 1,83 |12,51 | 7,46
65,36
Nano (10mg/mL) ph 7.4 11,31 2,75 | 53,73 | 1,56 18,98 | 2,73 | 13,96 | 10,79 | 14,07 | 4,65
G + N (10mg/mL) ph 7.4 0,00 0,00 | 41,88 | 3,57 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00
Doxorrubicina 79,68 0,11 | 74,28 | 2,62 74,18 |6,33| 72,77 | 2,46 | 76,58 | 1,74

Além disso, o pequeno tamanho das particulas também pode contribuir com
sua citotoxicidade (NAFEE et al., 2009). No entanto, as nanoparticulas de quitosana
desenvolvidas na presente pesquisa apresentaram um tamanho pequeno capaz de
exibir uma elevada atividade antifUngica, mas sem causar elevada toxicidade nas

células testadas.

O gel de quitosana foi a substancia que apresentou um maior percentual de
inibicdo para as células cancerigenas testadas. Semelhante as nanoparticulas de
quitosana, o gel também causa toxicidade nas células através da interagédo
eletrostatica de suas cargas positivas com as cargas negativas presentes na
membrana das células (JIA et al., 2009; NAFEE et al., 2009).

O gel de quitosana é capaz de aderir a superficie das células, apesar de
usualmente ter uma menor capacidade de internalizacdo celular o que contribui para
uma baixa atividade citotoxica. Essa baixa internalizacdo celular ocorre devido ao

grande tamanho (> 1 um) da molécula de quitosana presente no gel (LOH et al., 2012).

Foi verificado que a mistura do gel com nanoparticulas apresentou inibigcdo do
crescimento celular apenas para as células de leucemia promielocitica humana.
Portanto, é possivel sugerir que quando ha a mistura do gel com as nanoparticulas, o
gel devido ao seu grande tamanho fica retido na superficie celular e arrasta com ele
as particulas que também aderem a superficie da célula, sem internalizacéo,

diminuindo, desta forma, a citotoxicidade de ambos.
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Os resultados encontrados viabilizam o uso das substancias analisadas em
alimentos. Do ponto de vista da citotoxicidade, o gel enriquecido com nanoparticulas
destacou-se como a substancia mais indicada para aplicacdo em morangos pos-
colheita, j& que apresentou apenas inibicdo das células de leucemia promielocitica

humana sem ser considerado citotdxico.

Atividade antioxidante

A figura 19 e 20 mostram que todas as substancias testadas apresentaram
atividade antioxidante de forma dose dependente, ou seja, com o aumento da
concentracdo das substancias houve um aumento de sua atividade antioxidante.
Resultado semelhante a Chen et al. (2015) e MubarakAli et al. (2018). Esse
comportamento pode ser claramente observado quando analisamos o gréafico do
DPPH. Nesse teste, nenhuma substancia na concentracdo CIM/2 foi capaz de
sequestrar o radical livre DPPH. Apenas a partir da concentracdo CIM foi que as

substancias teste apresentaram percentual de inibicdo do DPPH.

Figura 19 - Percentual de inibicdo do radical DPPH (A) e ABTS (B) pelo gel de
guitosana (—#-), nanoparticulas (-®-) e gel enriqguecido com nanoparticulas de

quitosana (—&).
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Figura 20 - Atividade antioxidante do gel de quitosana (—#—), nanoparticulas (-®-) e

gel enriguecido com nanoparticulas de quitosana (—&—) através do método FRAP.
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O gel de quitosana foi a substancia que apresentou uma maior atividade
antioxidante. O seu percentual de inibicdo de radicais livres variou entre 81,14% (teste
do DPPH) e 82,57% (teste do ABTS) na concentracdo 10mg/ml (2CIM), resultado
semelhante ao encontrado por Yen et al. (2008) que relatou valores de 79,9-85,2%

para quitosana de crustaceo também na concentragdo 10mg/ml.

Segundo Siripatrawan e Harter (2010), a atividade antioxidante da quitosana
deve-se a presenca dos grupos aminos na molécula desse polimero. Os radicais
livres, ABTS, DPPH, ion férrico, reagem com os grupos aminos livres da molécula da
quitosana para formar moléculas mais estaveis. Com isso, 0s grupos NH:2
transformam-se em NHs* através da absorc¢ao do ion hidrogénio presente na solucao
do radical livre. Portanto, quanto maior o grau de desacetilacdo da molécula de
guitosana maior a sua atividade antioxidante (YAN et al., 2008). Qin (1993),
acrescenta ainda, que quitosanas completamente acetiladas apresentam uma

pequena atividade quelante.

Na figura 19, observamos também que a nanoparticula de quitosana foi a
substancia teste que apresentou o menor percentual de inibicdo tanto do ABTS como

do DPPH. Além disso as nanoparticulas exibiram um menor poder de reducéo do ion
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férrico (Figura 20). Isso provavelmente ocorreu devido ao menor nimero de grupos
aminos livres presentes nas nanoparticulas. Durante o processo de sintese das
particulas pelo método de gelificacéo ibnica, os grupos aminos da cadeia da quitosana
ligam-se ao TPP para formagdo das nanoparticulas (BUGNICOURT et al., 2014).
Portanto, uma menor quantidade de grupos aminos livres estdo presentes nas
nanoparticulas de quitosana quando comparamos com o0 gel de quitosana, 0 que
contribuiu com a menor atividade antioxidante dessas particulas, ja que sdo esses

grupos que ligam-se aos radicais livres.

E importante ressaltar que a concentragdo CIM das nanoparticulas de
quitosana (2,5mg/ml) € metade da CIM do gel (5mg/ml). Isso sugere que as
nanoparticulas apresentaram menor atividade antioxidante do que o gel devido nédo
apenas a menor quantidade de grupos aminos livres, mas também ao seu menor valor

de CIM que foi utilizado nos testes.

Contudo, quando as particulas estdo dispersas no gel de quitosana ha um
aumento em sua atividade antioxidante, chegando a obter resultados sem diferenga
significativa (p > 0,05) em relagéo ao gel quando ambos estéo na concentracdo 2CIM
no teste do ABTS. Isso mostra que o gel quando misturado com as nanoparticulas
ndo sO é capaz de aumentar a atividade antimicrobiana das particulas, como
observado pelo método checkboard, mas também é capaz de melhorar sua atividade
antioxidante e sua capacidade de quelar ions férricos. Portanto, essa alta capacidade
antioxidante e especialmente quelante de ions do gel de quitosana enriquecido com
nanoparticulas € uma caracteristica dessa substancia altamente vantajosa para a
industria de alimentos ja que os ions férricos sdo um dos mais efetivos pro-oxidantes
em sistemas alimenticios (YAMAGUCHI et al., 1988).

Concentracdo inibitéria minima das substancias teste

Os resultados do CIM das substancias teste para os fungos fitopatogénicos
encontram-se na tabela 7. Os resultados para o CIM do gel de quitosana estao dentro
da faixa recomendada por Verlee et al. (2017). Segundo esse autor o CIM de
guitosana contra fungos varia de 0,01mg/ml a 7,75mg/ml. Além disso, os resultados
das concentracdes inibitérias encontrados na presente pesquisa sdo também

melhores do que os que foram achados por outros autores. Santos et al. (2012) e
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Guerra et al. (2015) também avaliaram a a¢éo antifingica de quitosana de crustaceo
e obtiveram resultados de CIM igual a 10mg/ml para R. stolonifer e A. niger e 8mg/mi
para B. cinerea, R. stolonifer e A. niger, respectivamente. Esses diferentes valores de
CIM encontrados ndo necessariamente estédo relacionados com a diferente origem
das quitosanas utilizadas, porque Vasconcelos de Oliveira et al. (2014a) e
Vasconcelos de Oliveira et al. (2014b) utilizaram também quitosanas de origem
fungica e obtiveram valores de CIM de 15mg/ml para o B. cinerea e 7,5mg/ml para A.
niger e R. stolonifer que séo resultados téo altos quanto os encontrados pelos autores
gue trabalharam com quitosana de crustaceo.

Tabela 7 — Concentracéo inibitéria minima (mg/ml) das substancias teste.

Substancia Teste  Fungo fitopatogénicos

R. stolonifer B. cinerea A. niger
URM 3728 URM 2802 URM 7282
Gel 4,0 4,0 5,0
Nanoparticulas 1,5 15 2,5
Gel+Nanopatrticulas 1,0+0,5 1,0+0,5 20+15

Segundo Mellegard et al. (2011) e Verlee et al. (2017), esses diferentes valores
de CIM da quitosana contra um mesmo tipo de fungo ocorrem devido as diferentes
caracteristicas fisico-quimicas desse polimero, como por exemplo seu grau de
desacetilacdo e peso molecular. Badawy & Rabea (2009) e Hernandez-Lauzardo
(2008) mostraram que o0 peso molecular € um fator determinante na acgao
antimicrobiana da quitosana. Esses autores constataram que a diminuicdo do peso
molecular do polimero levaria a um aumento na sua atividade antifingica in vitro. Isso
deve-se a capacidade da quitosana de baixo peso molecular de penetrar na
membrana fungica e acumular-se no plasma imediatamente apds sua adicao a célula,
0 que sugere que o principal alvo de acéo da quitosana de baixo peso molecular é a

membrana plasmatica do microrganismo (YOONKYUNG et al., 2008).

A quitosana utilizada na presente pesquisa apresenta um baixo peso molecular
0 que contribuiu para sua acdo antifungica e para encontrarmos o0s baixos valores de

CIM. Além disso, o alto grau de desacetilacdo da quitosana € outro fator importante
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para sua acao antimicrobiana. Como relatado por Kong et al. (2010), a quitosana
apresenta uma estrutura policatidbnica devido a presenca dos grupos aminos na
cadeia. Esses grupos proporcionam ao polimero uma alta densidade de cargas
positivas que refletem o grau de desacetilagdo da molécula. Quanto maior a
densidade de cargas positivas ou seja quanto maior seu grau de desacetilagdo, mais

forte sera sua interacao eletrostatica com a membrana plasmatica dos fungos.

De uma forma geral, independentemente das caracteristicas intrinsecas de
cada quitosana, esse polimero apresenta um mecanismo de acdo que ainda esta
sendo elucidado. Contudo, atualmente, tem sido sugerido que a quitosana apresente
4 mecanismos de acao antimicrobianos. O primeiro deles refere-se ao que foi relatado
anteriormente em relacdo as cargas do polimero. Acredita-se que ocorre uma
interacdo entre as cargas positivas da quitosana e as cargas negativas presentes na
membrana celular fungica, causando interferéncia nas trocas de nutrientes entre o
meio extra e o intracelular. Essas cargas também competem com o calcio pelos sitios
eletronegativos das membranas microbianas comprometendo a integridade da
mesma e como consequéncia causa a lise celular, libertando o material intracelular e
resultando em morte da célula (YOONKYUNG et al., 2008; KONG et al., 2010;
MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010; ING et al., 2012; MA et al., 2017). O segundo
mecanismo propde a atuagdo da quitosana como um agente quelante que liga-se a
oligoelementos celulares, tornando indisponivel nutrientes essenciais para o
crescimento fangico. O terceiro relaciona-se ao que também foi relatado
anteriormente, neste caso em relagédo ao peso molecular. A quitosana de baixo peso
molecular penetraria no nucleo celular e, posteriormente, interagindo com o DNA,
interferindo na sintese de RNA-mensageiro, afetando a producdo de proteinas e
enzimas essenciais a sobrevivéncia do microrganismo. O Ultimo mecanismo proposto
sugere a formacao pela quitosana de uma camada impermeavel ao redor da célula,
causando o bloqueio do transporte intracelular (EATON et al, 2008; KONG et al., 2010;
MARTINEZ- CAMACHO et al., 2010; PALMA-GUERRERO et al., 2010; ING et al.,
2012; GALVAN MARQUEZ et al., 2013; KHEIRI et al., 2016; MA et al., 2017).

Com relac&o ao CIM encontrado para as nhanoparticulas, pode-se observar que
houve uma diminuicdo em seus valores para todos os fungos analisados quando
comparado com o gel de quitosana o que sugere uma potencializacdo da acéo

antifangica da quitosana quando no formato de nanoparticulas. Esses resultados
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estado de acordo com o preconizado por Kheiri et al. (2016) que demonstrou que as
nanoparticulas de quitosana apresentam uma maior atividade antifangica do que o gel

de quitosana devido a suas caracteristicas especiais (tamanho e cargas superficiais).

Segundo esses autores, a superficie celular fungica é carregada negativamente
0 que atrai as nanoparticulas de quitosana que sdo carregadas positivamente.
Portanto, as nanoparticulas que apresentam alta carga superficial interagem com o0s
fungos em um maior grau do que o gel de quitosana. Além disso, por conta da grande
area superficial das particulas elas podem ser facilmente adsorvidas na superficie das
células fungicas de modo a perturbar a membrana, o que pode levar a vazamento de

componentes intracelulares e subsequente morte celular.

As nanoparticulas de quitosana podem também penetrar no fungo, através de
carregadores de proteinas e canais indnicos, e ligar-se aos acidos nucléicos dessa
célula, através da interacdo eletrostatica entre as particulas que sao cationicas e o
DNA fungico que é anidnico. Isto pode causar uma variedade de danos na célula

fungica com a inativacdo da sintese de DNA e RNAmM (ING et al., 2012).

Na Tabela 7, € possivel observar também que para o A. niger os valores de
CIM de todas as substancias testadas foram maiores do que os encontrados para o
B. cinerea e 0 R. stolonifer. Resultado semelhante ao encontrado por Ing et al. (2012),
gue também necessitou de maiores concentracdes de nanoparticulas de quitosana
para inibicdo do crescimento do A. niger. Segundo Allan e Hadwiger (1979), fungos
gue apresentam quitosana como um dos componentes de sua parede celular sdo mais
resistentes a acao desse polimero. Isso pode, portanto, explicar a maior resisténcia
do A. niger ao gel e as nanoparticulas de quitosana, ja que essa espécie fungica

contém 10% de quitina em sua parede celular.

Com relacdo a associacdo do gel com as nanoparticulas de quitosana, 0s
valores necessarios de cada substancia para inibir o crescimento fungico diminui em
relacdo ao CIM das substancias agindo individualmente. Esse resultado sugere que,
guando juntas, as substancias teriam seus efeitos potencializados. Segundo Lee et al.
(2010), no gel de gquitosana as nanoparticulas apresentam-se mais dispersas e
guando as particulas estdo bem dispersas na solucéo elas sdo mais eficientemente
transportadas para a parede celular causando disturbios e levando a uma maior

atividade antimicrobiana.
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Essa melhora das concentragfes inibitérias da associacdo das substancias
teste pode ser comprovada também pelo método checkboard. Os resultados da CIF
para todos os fungos analisados mostraram uma interacdo aditiva entre as
substancias. Castelo Branco Melo et al. (2018), também analisaram a acéo
antimicrobiana da associa¢éo do gel com nanoparticulas de quitosana fungica contra
bactérias de origem alimentar e constatou que a associacdo das substancias
potencializaria seus efeitos levando a uma diminuicdo dos seus valores de CIM
guando comparados com o CIM das substancias agindo individualmente. No entanto,
até o momento nenhum trabalho relatou a atividade da associacdo do gel e
nanoparticulas de quitosana contra fungos fitopatogénicos, sendo esta a primeira vez
em que é demonstrada a melhora da atividade antimicrobiana da associacdo dessas

substancias contra esses tipos de fungos pos-colheita.

Efeito das substancias teste sobre o crescimento radial e germinacdo dos

esporos fungicos

Na Tabela 8, é possivel observar que as substancias teste em todas as
concentracoes utilizadas foram capazes de inibir o crescimento micelial dos fungos
p6s-colheita dos morangos com percentuais de inibicdo que variaram entre 30,47% a
83,33% para o B. cinerea, 51,90% a 85,71% para o R. stolonifer e entre 30% a 72,85%
para o A. niger. Os menores percentuais de inibicdo do crescimento micelial ocorreram
nas amostra do gel de quitosana na concentracdo CIM/2, que diferiram
significativamente (p < 0.05) em relagcao as outras substancias teste aplicadas também
na concentracao sub-inibitoria.

Alguns estudos mostraram que a inibicdo do crescimento micelial através da
utilizacdo da quitosana deve-se a interacdo desse polimero com a membrana celular
fungica e posterior rompimento dessa membrana. Isso tudo causaria vazamento
celular e interferiria na atividade das enzimas responsaveis pelo crescimento fungico
(HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2008; GARCIA-RINCON et al., 2010; ASSIS &
BRITTO, 2011). Apesar desse efeito, a utilizacdo do gel de quitosana na concentragao
mais elevada (2CIM) n&o conseguiu atingir nem mesmo o percentual de inibicdo da

associagao do gel + nanoparticulas na concentragcédo CIM/2.
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J& as nanoparticulas apresentaram percentuais sempre acima dos encontrados
para o gel, resultado semelhante ao encontrado por Sathiyabama e Parthasarathy
(2016). Essa maior acao antifungica das nanoparticulas deve-se, segundo Kheiri et al.
(2016), a alta area superficial das particulas o que facilita seu contato com as células
fungicas e posteriormente sua permeabilidade.

A associacao do gel com as nanoparticulas de quitosana foi a substancia teste
mais favoravel para inibir o crescimento micelial in vitro de todos os fungos avaliados.
Isso mostra mais uma vez que o efeito aditivo encontrado pelo método checkboard
reflete uma interacao positiva entre os polimeros e suas particulas, viabilizando o uso
da associagdo do gel com nanoparticulas em baixas concentra¢gdes, favorecendo um

elevado potencial antifungico.

Tabela 8 - Percentual de inibicdo do crescimento micelial dos fungos B. cinerea, R.
stolonifer e A. niger depois de expostos a diferentes concentracdes de gel de

guitosana, nanoparticulas (NP) e gel enriquecido com nanoparticulas (Gel + NP).

Inibicdo do crescimento micelial (%)

Concentracdes Gel NP Gel + NP
B. cinerea URM 2802
CImM/2 30,47% (+0,82)¢° 52,38% (+4,12)B¢ 74,28% (+£3,78)"°
CIM 43,80% (+0,82)°" 68,57% (+2,85)8P 83,33% (+2,18)"@
2CIM 60,00% (+0,00)B2 82,38% (+3,59)" 82,85% (+1,43)"
R. stolonifer URM 3728
CImM/2 53,67% (+3,18)B° 51,90% (+2,18)B° 77,14% (+2,48)"°
CIM 59,93% (+5,77)8% 69,04% (+4,12)B 85,23% (+3,60)"@
2CIM 64,77% (+3,18)c? 76,19% (+4,13)B 85,71% (+1,43)"
A. niger URM 7282
CIM/2 30,00% (*2,47)¢¢ 57,62% (+0,82)8P 64,28% (+0,00)"°
CIM 42,85% (+0,00)B° 63,80% (+0,82)"  67,14% (+4,95)""
2CIM 60,00% (+0,00)¢? 65,71% (+1,43)B 72,85% (+1,43)"@

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

Ainda com relacdo a associacao do gel com as nanoparticulas, foi verificado
gue para os trés fungos avaliados ndo houve diferenca significativa entre essa
substancia na concentracdo CIM e 2CIM. Kbheiri et al. (2016) sugere que com 0
aumento da concentracdo de quitosana hd um aumento da viscosidade da solugéo o

gue restringe o contato entre a quitosana e a superficie celular fangica. Portanto, a
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CIM é a concentracdo maxima que deve-se utilizar a associacdo do gel com as
nanoparticulas, pois concentracdes acima desta ndo acarretardo em aumento da

atividade antifungica dessa substancia.

Ao ser analisada a acao das substancias nos esporos fungicos, observou-se
uma maior capacidade de inibicdo dessa estrutura quando comparada com a inibicao
dos micélios (Tabela 9). Esse resultado é semelhante ao encontrado por Palma-
Guerrero et al. (2008) que relatou uma maior atividade da quitosana sobre os esporos
do que sobre as hifas para outros tipos de fungos (F. oxysporum e Verticillium dahliae).
Da mesma forma, Jitareerat et al. (2007) e Qiu et al. (2014) também demonstraram

gue a quitosana & mais efetiva em inibir a germinagcdo dos esporos do que o

crescimento micelial.

A presenca de cargas positivas na quitosana faz com que ela interaja com as
cargas negativas da superficie fungica causando o agrupamento dos esporos, o que
restringe o alongamento do tubo germinativo e o processo de germinacéo (XING et
al., 2015). Cota-Arriola et al. (2013) sugere também que o retardo na germinacéo dos
esporos tratados com quitosana pode ser atribuido a capacidade que a quitosana tem
de quelar ions célcio que sdo fundamentais para o processo de germinacdo. Esse
mecanismo também pode ser aplicado pelas nanoparticulas de quitosana, as quais
por apresentarem grupos fosfatos, provenientes do TPP, tornam indisponiveis ions
(Ca*™?, Fe*?, Mg*™) importantes para o crescimento fungico. Além disso, as
nanoparticulas tem 0s grupos aminos da quitosana que interagem com a superficie
fungica, resultando em efeito semelhante ao gel de quitosana (COTA-ARRIOLA et al.,
2013; XING et al., 2017).
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Tabela 9 - Percentual de inibicdo da germinagéo dos esporos dos fungos B. cinerea,
R. stolonifer e A. niger depois de expostos a diferentes concentracdes de gel de

guitosana, nanoparticulas (NP) e gel enriquecido com nanoparticulas (Gel + NP).

Inibicdo da germinacéo de esporos (%)

Concentracdes Gel NP Gel + NP
B. cinerea URM 2802
CIM/2 72,36% (+1,41)%®  91,05% (+2,82)"%  93,49% (+1,41)"°
CIM 82,92% (+2,44)°  91,87% (+1,41)%%  96,75% (+1,41)"%°
2CIM 86,99% (+1,41)°® 94,31% (+1,41)%* 98,37% (*1,41)"?
R. stolonifer URM 3728
CIM/2 58,20% (+2,42)%  60,31% (+1,58)% 91,53% (+0,92)"°
CIM 75,13% (+0,92)%%  77,77% (x1,58)%°  94,18% (+0,91)"°
2CIM 76,69% (+2,43)°®  85,18% (+2,43)%* 97,35% (+0,92)"2
A. niger URM 7282

CIM/2 63,76% (+1,81)°®  73,91% (x0,87)%¢  84,05% (+1,33)"°
CIM 65,79% (£1,00)°*  81,15% (+1,32)%° 91,01% (*1,33)*2
2CIM 81,15% (+1,32)°®  84,05% (+0,50)%* 93,33% (+0,50)"?

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

A potente acdo antifingica das substancias a base de quitosana sobre os
esporos € extremamente importante quando se considera a aplicacdo dessas
substancias em frutas. Os esporos sédo importantes estruturas de sobrevivéncia e
disseminacdo fungica em produtos agricolas, capazes de causar infec¢des nos frutos
e consequente perda pés-colheita (SOUSA et al.,, 2013). Portanto, as substancias
utilizadas na presente pesquisa mostram-se como uma alternativa para a inibicao da

germinacao dos esporos e a conservacao de frutas pos-colheita.

Efeito das substancias teste sobre a morfologia fingica

O efeito das coberturas comestiveis na morfologia do R. stolonifer, B. cinerea
e A. niger podem ser observados nas figuras 21, 22 e 23, respectivamente. Na
amostra controle do R. stolonifer (Fig. 21A), as hifas apresentam uma estrutura tipica,
tamanho homogéneo e com uma superficie lisa. Quando as hifas do R. stolonifer
foram expostas ao gel de quitosana fungica (Fig. 21B) foi observado que houve um

excessivo depdsito de quitosana na superficie fungica.
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De acordo com Junior et al. (2012), o gel de quitosana, especialmente os que
apresentam baixo peso molecular, tende a se depositar na superficie das hifas,
blogueando os canais i6nicos e, portanto, dificultando a entrada de nutrientes
essenciais na célula. Na presente pesquisa, foi utilizado uma quitosana de muito baixo

peso molecular o que contribuiu para um crescimento anormal do R. stolonifer.

Na Figura 21C é possivel observar a presenca de hifas encolhidas e com perda
de material citoplasmético (hifas vazias). Esse resultado demonstra que a acdo da
guitosana, no R.stolonifer, quando no formato de nanoparticulas € muito mais severa
do que ac¢ao da quitosana quando presente na forma de gel. De acordo com Ing et al.
(2012), o tamanho e a carga superficial das nanoparticulas sdo as principais
caracteristicas que contribuem com sua ac¢do antifingica. O tamanho nanométrico das
particulas facilita sua entrada nas células dos microrganismos através de canais
ibnicos ou carreadores de proteinas (Sharma et al., 2010). Além disso, a elevada
densidade de carga superficial positiva das nanoparticulas de quitosana interagem
facilmente com as cargas negativas da superficie celular dos fungos. Essa interacéo
causa alteracdo na permeabilidade da membrana fungica e eventualmente induz ao
rompimento da célula e vazamento de material intracelular (Ing et al.,, 2012),

ocasionando a formagéo de hifas vazias como foi observado na presente pesquisa.
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Figura 21 - MEV do micélio do R. stolonifer controle (A) e ap0s exposi¢cédo ao gel de
quitosana (B), nanoparticulas de quitosana fuangica (C) e gel enriquecido com

nanoparticulas de quitosana fungica (D).

fsap 16,8 oa8e

Quando o R. stolonifer € exposto a mistura do gel de quitosana com as
nanoparticulas, ha uma interacdo de ambas as formas do polimero fazendo que
observando-se a presenca tanto do efeito do gel sozinho quanto do efeito das
nanoparticulas sozinhas (Fig. 21D). Esse resultado esta de acordo com o que foi
encontrado no método do checkboard, confirmando que a mistura das duas formas
de quitosana analisadas apresenta um efeito aditivo, ou seja, um efeito melhor quando
o gel e as nanoparticulas estao juntos.

Com relacao ao efeito das substancias teste no B.cinerea, observou-se que o
gel também se depositou na superficie das hifas, o que levou a sua agregacao,
mostrando um efeito semelhante ao que foi encontrado para o R. stolonifer. Contudo,
o gel também foi capaz de formar “hifas vazias” (Figura 22B), o que sugere que 0
B.cinerea seria um fungo mais sensivel a acdo do gel de quitosana quando comparado
com o R. stolonifer em que o gel apenas se depositou na superficie das hifas. Essa
capacidade do gel em formar hifas vazias ndo é tdo comum, mas ja foi relatada por

Kong et al. (2010) e Ma et al. (2017). Segundo esses autores, as cargas positivas da
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guitosana interagem com as cargas negativas dos componentes fosfolipidicos da
membrana celular dos fungos, causando aumento da permeabilidade da membrana,

com vazamento de componentes intracelulares e, portanto, formacéo de hifas vazias.

Figura 22 - MEV do micélio do B. cinera controle (A) e ap0s exposicao ao gel de
quitosana (B), nanoparticulas de quitosana fungica (C) e gel enriquecido com
nanoparticulas de quitosana fungica (D).
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Da mesma forma, as nanoparticulas de quitosana também causaram a
formacao de “hifas vazias”, mesmo efeito encontrado no R. stolonifer. Porém, além
desse efeito € possivel observar na imagem 22C que hd um enrugamento na
superficie do B. cinerea. Segundo Kheiri et al. (2016), devido a elevada area superficial
das particulas, as nanoparticulas podem ser bem absorvidas na superficie das células

fungicas, alterando a permeabilidade celular.

Na amostra do B. cinerea exposto a mistura do gel com as nanoparticulas
houve um predominio do efeito do gel de quitosana com a formacao de hifas mais
largas e agregadas. No entanto, houve uma potencializagdo do efeito de ambas as
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substancias ja que é possivel observar a formacao de hifas com formatos aberrantes

(“abnormal shapes”).

Com relacdo ao A. niger, pode-se observar que as substancias a base de
guitosana apresentaram os mesmos efeitos que foram encontrados nos outros fungos,
no entanto de uma forma menos intensa. Esse resultado ja era esperado, pois como
foi observado nos outros testes antifungicos in vitro, o A.niger foi o fungo mais
resistente a acao de todas as substancias utilizadas na presente pesquisa. Essa maior
resisténcia deve-se, como anteriormente citado, ao maior contetido de quitosana na
parede celular do A. niger, o que segundo Ing et al. (2012) torna esse fungo mais

resistente a acdo de quitosana externa.

Contudo, apesar dessa maior resisténcia todas as substancias mostraram
alguma alteracdo morfologica nas hifas do A. niger. Além disso, o gel enriquecido com
nanoparticulas apresentou-se, novamente, como a substancia a base de quitosana
gue ocasionou uma modificacdo mais pronunciada na estrutura fungica. Isso sugere
gue a mistura das duas formas de quitosana (gel e nanoparticulas) € capaz de
potencializar as modificagcbes morfolégicas dos fungos, tornando-se portanto uma

alternativa promissora no combate a fungos pés-colheita.
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Figura 23 - MEV do micélio do A. niger controle (A) e apds exposicao ao gel de
quitosana (B), nanoparticulas de quitosana fuangica (C) e gel enriquecido com

nanoparticulas de quitosana fungica (D).
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Efeito das coberturas comestiveis sobre os parametros fisico-quimico dos

morangos

Andlise da umidade, sdélidos soluveis, indice de maturacdo, pH, acidez total

titilavel e antocianinas

As mudancas nos parametros fisico-quimicos dos morangos com e sem
coberturas comestiveis a base de quitosana armazenados em temperatura ambiente

e em refrigeracéo estao descritas nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.

Segundo Oregel-Zamudio et al. (2017), os valores de sélidos sollveis durante

0 amadurecimento dos morangos podem variar entre 4,6% e 11,9%. Na presente
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pesquisa, todos 0s morangos apresentaram teor de solidos soluveis dentro desta faixa
recomenda acima. No entanto, ao final do periodo de armazenamento em ambas as
temperaturas, a amostra controle exibiu teor de solidos solaveis significativamente
maior (p <0,05) do que as amostras com coberturas comestiveis a base de quitosana.
Isso ocorreu porque a amostra controle continuou com seu metabolismo ativo,
favorecendo a conversdo do amido em acido e acucar, 0 que contribuiu para o
aumento do seu °Brix (CAO et al., 2015). Esse resultado esta de acordo com outros
estudos que avaliaram apenas o gel de quitosana como cobertura comestivel em
morangos (PETRICCIONE et al.,, 2015), goiabas (HONG et al., 2012), uvas
(VASCONCELOS DE OLIVEIRA et al., 2014a), mamao (ALl et al., 2011) e tomates

(GUERRA et al., 2015) e observaram menores valores de °Brix nessas frutas.

Os morangos com as coberturas comestiveis apresentaram menores valores
de solidos soluveis no final do periodo de armazenamento porque a quitosana
modifica a atmosfera interna da fruta ocasionando reducdo no nivel de Oz e/ou
aumento no nivel de CO2, o0 que reduz a taxa de respiracéo e a atividade metabdlica
da fruta, reduzindo também a conversdo de aclUcares em CO: e agua
(GASEMNEZHAD et al., 2011).

N&o houve diferenca significativa (p > 0,05) no teor de sdlidos soltveis dos
morangos com as coberturas a base de quitosana. ISso sugere, portanto, que a acao
da quitosana em manter o conteudo de soélidos soluveis dos morangos independe do

seu emprego na forma de gel ou nanoparticulas.

Os valores de acidez titulavel dos morangos com e sem cobertura comestivel
foram mantidos durante o periodo de armazenamento a temperatura ambiente.
Segundo Gol et al. (2013), a acidez titulavel est4 diretamente relacionada a
quantidade de acidos organicos presentes na fruta e no caso do morango os principais
acidos sado o citrico e o malico. Uma reducdo na acidez pode ocorrer devido a
mudangas no metabolismo da fruta ou a utilizacdo dos acidos organicos no processo
respiratorio (HAJJI et al.,, 2018). As coberturas comestiveis reduzem a taxa de
respiracdo da fruta e, portanto, retardam a utilizacdo dos acidos organicos o que
mantém os valores de acidez titulavel durante o armazenamento (YAMAN;
BAYOINDIRLI, 2002).
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Os morangos armazenados em temperatura de refrigeracdo também
mantiveram os valores de acidez titulavel em relacao ao dia 0. Contudo, no dia 12, os
morangos cobertos com o gel enriquecido com as nanoparticulas diferiram
significativamente (p < 0,05) da amostra controle e apresentaram o menor valor de
acidez titulavel. Isso ocorreu devido aos baixos valores de acidez titulavel que essa
amostra de morango ja apresentava desde o inicio das analises. A cobertura
comestivel apenas manteve esses valores o0 que mostra que o gel enriquecido com
nanoparticulas é capaz de retardar o metabolismo da fruta, o que consequentemente
diminui o consumo dos &cidos orgéanicos, mantendo a acidez titulavel. A manutencéo
da acidez titulavel dos morangos é importante também porque favorece a manutencéo

da qualidade organoléptica dessa fruta (YANG et al., 2010).

Outro parametro fisico-quimico que demonstra a capacidade das coberturas
comestiveis produzidas na presente pesquisa em retardar o amadurecimento dos
morangos é o indice de maturagdo. O indice de maturacdo é um dos mais importantes
parametros para avaliar a qualidade dos morangos, além de determinar a harmonia
do flavour da fruta e a aceitabilidade por parte do consumidor (PETRICCIONE et al.,
2015).

Os morangos armazenados em temperatura ambiente com as coberturas a
base de quitosana diminuiram seus indices de maturacao a partir do 3° dia de analise.
Além disso, nesta mesma temperatura, as amostras com as coberturas diferiram
significativamente (p < 0,05) ao final do periodo de armazenamento quando
comparados com a amostra controle. Resultado semelhante ao encontrado por
Perdones et al. (2012) que utilizou coberturas de quitosana com oleo essencial de

lim&o em morangos.

O aumento do indice de maturacao durante 0 armazenamento esta associado
a progressao amadurecimento da fruta (PERDONES et al., 2012). Os baixos indices
de maturagcdo nas amostras com cobertura mostram a capacidade que as coberturas
com quitosana aplicadas nos morangos armazenados em temperatura ambiente tém

em retardar a atividade metabdlica do fruto.

Contudo, em refrigeracao, ao final do armazenamento, 0s morangos com e sem
cobertura obtiveram indices de maturacdo que nao diferiram significativamente.

Resultado semelhante ao encontrado por Valenzuela et al. (2015). Segundo esses
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autores, o aumento do indice de maturagdo durante no final do armazenamento &

resultado do processo de senescéncia da fruta.

Tabela 10 - Média dos valores dos parametros fisico-quimico dos morangos

armazenadas a temperatura ambiente (25°C) por 6 dias.

Tratamentos Dias de armazenamento

0

3

6

Solidos soluveis (%)

Controle 8,00(+0.02)Aa
Glicerol 8,20(+0.02)Aa
Gel 8,46(+0.58)"a
Nano 8,13(+0.12)Aa
N+G 8,03(x0.06)"2

8,27(x0.23)"a
7,20(+0.00)8b
7,17(+0.06)Bb
7,20(+0.00)8b
7,20(0.00)Bb

8,27(x0.23)"a
8,10(+0.00)"2
7,20(+0.00)Bb
6,93(+0.46)Bb
7,20(+0.00)B>

Acidez titulavel (% acido citrico)

Controle 1,15(+0.01)A2
Glicerol 1,07(+0.08)Aap
Gel 1,00(0.01)Bab

0,88(+1.13)"b
1,16(+0.05)Aa
1,06(0.01)A2b
1,18(+0.03)Aa
1,11(+0.03)Aab

1,04(x0.02)
1,18(+0.02)A
1,10(x0.01)A
1,12(+0.04)Aba
1,18(+.11)"2

Nano 1,06(+0.00)Bap
N+G 0,98(+0.01)A
Maturity index

Controle 7,04(+0.04)7a
Glicerol 7,59(0.74)Aa

Gel 8,29(+0.59)"2

9,38(+1.04)"2
6,24(+0.26)Ab
6,82(+0.04)Bb
6,10(0.14)Bb
6,48(0.16)8P

8,12(+0.16)"2
6,89(+0.13)Aab
6,54(+0.08)Bb
6,03(+0.32)Bb
6,12(+0.59)8Bb

Nano 7,64(+0.13)Aa
N+G 8,20(+0.06)"2
pH

Controle 3,58(+0.02)Aa
Glicerol 3,41(x0.01)A¢

Gel 3,49(+0.01)A0

3,49(+0.02)Eb
3,42(0.02)A¢
3,52(+0.02)Ab
3,41(0;01)A¢
3,58(0.01)"2

3,05(x0.00)CP
3,06(+0.08)Bb
3,45(+0.01)Bab
3,76(+0.57)"a
3,39(+0.02)C2

91,69(+0.00)A2
92,62(+0.30)B2
92,55(+0.14)82
92,14(+0.43)B2
92,00(+0.47)B2

88,22(+4.76)"a
91,66(+0.15)C?
92,12(0.08)B2
90,54(+0.23)C2
91,40(+0.30)B2

Nano 3,51(x0.01)A°
N+ G 3,50(+0.01)BP
Umidade (%)

Controle 94,69(+0.42)A2
Glicerol 94,34(+0.42)"2
Gel 93,94(+0.09)A
Nano 94,58(+0.21)Aa
N+G 94,31(+0.13)A2
Antocianina (mg/100g)
Controle 29,13(x0.02)A¢
Glicerol 37,04(+0.02)A2

Gel 28,41(+0.05)Ad
Nano 32,49(+0.01)Ab
N+G 26,00(+0.04)8e

25,97(+0.01)C°
27,71(+0.08)Bb
23,08(+0.06)8e
25,66(+0.08)B¢
28,72(+0.17)"

26,30(+0.03)2
25,02(+0.04)Cb
23,51(+0.01)Ce
21,60(+0.01)Cd
21,14(+0.05)Ce

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



101

Tabela 11 - Média dos valores dos parametros fisico-quimico dos morangos

armazenadas a temperatura de refrigeracéo (12°C) por 12 dias.

Tratamentos

Dias de armazenamento

0

6

12

Solidos solaveis (%)

Controle 8,07(x0.12)8>  8,13(x0.06)Ba _ 8,27(x0.23)Ba __ 8,53(x0.46)8a  9,60(x0.00)a
Glicerol 8,47(x0.23)*  8,03(x0.06)Aab  8,13(x0.23)Aa  8,53(x0.46)%2  8,67(+0.23)Ab
Gel 8,00(x0.00)%  8,00(x0.00)Ab  8,00(x0.00)Aa  8,27(0.23)%2  8,40(+0.04)Ab
Nano 8,07(+0.12)8>  8,03(+0.06)Bab  8,00(x0.00)Ba  8,00(x0.00)82  8,40(+0.00)Ab
N+G 8,00(x0.00)%  8,00(x0.00)/Ab  8,00(x0.00)Aa  8,00(x0.00)%2  8,27(+0.23)Ab

Acidez titulavel (% acido citrico)

Controle 1,06(0.01)Aa 1,04(0.02)A2 1,11(+0.08)Aa 1,06(x0.11)A 1,14(20.02)Aa
Glicerol 1,18(0.01)Aa 0,89(+0.42)Ba 1,02(+0.06)ABab 0,94(+0.01)Ba 1,14(20.05)Aa
Gel 1,10(20.01)Aa 1,00(+0.01)Aka  (0,92(+0.01)8Bb 0,93(+0.04)Ba 1,08(+0.02)Aab
Nano 0,97(+0.00)A2 0,78(£0.23)A= 1,02(+0.02)Aab 1,10(x0.06)Aa 1,08(%0.01)Aab
N+G 1,02(20.15)Aa 1,00(£0.00)A2 1,03(+0.00)Aab 1,05(+0.03)A2 1,01(+0.00)Ab
Maturity

index

Controle 7,58(+0.05)Aa 7,69(x0.24)Aa 7,39(x0.31)Ab 8,34(+0.89)Aa 8,38(+0.16)A2
Glicerol 7,14(+0.20)Ba 9,00(+0.43)Aa 8,00(+0.22)ABab 8,98(x0.67)"2  7,76(+0.34)Aba
Gel 7,30(x0.04)Ba  8,02(x0.57)ABa  8,74(0.07)A2 8,78(+0.04)7a 7,55(+0.11)B2
Nano 8,24(+0.00)Aa 8,08(+0.76)Aa 7,80(+0.16)Ab 7,28(x0.37)A2 7,74(+0.05)Aa
N+G 7,96(+1.17)Aa 8,00(+0.00)Aa 7,76(x0.00)Ab 7,62(+0.20)A2 8,12(+0.28)A2
pH

Controle 3,45(x0.01)Ab 3,47(x0.01)Ap 3,30(+0.07)B¢ 3,32(+0.00)B¢ 3,33(x0.00)8d
Glicerol 3,41(+0.01)cc 3,50(+0.01)Aa 3,36(+0.00)8Bbe 3,37(+0.01)B¢ 3,37(x0.01)Bcd
Gel 3,46(x0.01)c*  3,50(x0.00)BCa  3,52(+0.01)Ba 3,57(x0.00)~2  3,54(+0.00)Aba
Nano 3,51(+0.00)Aa 3,41(+0.00)8¢ 3,38(+0.00)cPbbe 3,37(x0.00)Pc 3,39(+0.01)cc
N+G 3,44(+0.01)Ap 3,46(+0.01)A0 3,43(+0.02)Aab 3,45(+0.04)Ab 3,44(+0.01)Ap
Umidade (%)

Controle 91,46(x0.06)82  91,27(x0.47)B2  91,48(+0.09)8Bb 91,88(+0.13)82  92,86(+0.17)Ab
Glicerol 90,94(+0.85)42  92,38(+0.48)Aa  92,80(+0.12)"a 91,65(x0.74)Aa  92,91(+0.11)Ab
Gel 91,06(+0.12)B2  91,48(+0.11)Ba  92,65(+0.17)Aa 92,49(x0.21)%a  92,91(+0.08)Ab
Nano 90,78(+0.18)P2  91,31(+0.08)cPa 92 13(+0.28)ABab 91 60(+0.18)B@ 92,66(+0.15)Ab
N+G 92,08(+0.01)C@ 92,44(+0.04)BCa 92 98(+0.37)ABa 92 42(+0.01)BCa 93,42(+0.11)A2
Antocianina

Controle 28,60(+0.00)Ac  28,23(+0.03)Ab  2598(+0.01)Bab  23,62(+0.01)Cc  22,71(+0.31)Pd
Glicerol 39,88(+0.03)"a  31,69(+0.58)Ba  24,87(+1.17)cb 19,97(x0.04)P¢  21,05(%+0.06)Pc
Gel 30,01(+0.16)"°  24,54(+0.02)Ed 26,43(+0.02)Pa  28,11(+0.03)B2  27,64(+0.00)c2
Nano 27,53(x0.00)Ad  26,68(+0.20)8¢c 22,52(+0.00)Cc  21,89(x0.04)Pd  22,50(+0.02)cP
N+G 22,40(£0.01)Pe  25,31(+0.24)8d  25,68(+0.01)Aa> 24 51(+0.01)b 22,51(+0.01)PP

@€ Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de tukey.
AE Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de tukey.
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Dentre as amostras com tratamento apenas as com a cobertura de
nanoparticulas e gel enriqguecido com nanoparticulas apresentaram manutencao
durante todos os dias dos seus indices de maturacdo. Diferentemente do que ocorreu
nos morangos cobertos com glicerol e com gel de quitosana que apresentaram
aumento dos seus indices de maturacdo durante o periodo de andlise. Portanto, as
coberturas de nanoparticulas de quitosana e de gel enriquecido com nanoparticulas
mostraram-se mais eficazes em manter a uniformidade dos indices de maturacéo dos
morangos armazenados em temperatura ambiente, consequentemente retardando

sua senesceéncia.

O retardo na senescéncia dos morangos com cobertura comestivel a base de
quitosana é observado também no conteddo de antocianina dessa fruta. Todas as
amostras analisadas apresentaram diminuicao estatisticamente significativa (p < 0,05)
no conteudo de antocianina quando comparada aos valores iniciais desse pigmento
no inicio do periodo de armazenamento. Contudo, no ultimo dia do armazenamento
em temperatura ambiente a amostra controle apresentou o maior contelddo de

antocianina, diferindo significativamente de todas as outras amostras.

As coberturas comestiveis agem como uma barreira efetiva entre a fruta e o
meio ambiente e a formacado dessa barreira modifica as concentracdes de COze Oz
na fruta afetando a sintese e degradacédo de antocianina. Portanto, 0 maior teor de
antocianina na amostra controle pode estar relacionado ao avanc¢o do processo de
amadurecimento do fruto que inclui a sintese de pigmentos a partir da glicose (MENG
et al., 2008).

Porém, a antocianina, pigmento responsavel pela coloracdo vermelha dos
morangos, reflete na qualidade sensorial e nos beneficios a saude que essa fruta
apresenta (VAN DE VELDE et al., 2013). Portanto, baixos valores desse pigmento
pode comprometer a aceitabilidade sensorial da fruta. Em temperatura de refrigeracéo
0S morangos cobertos com gel enriquecido com nanoparticulas mantiveram seu
conteudo de antocianina quando comparamos o primeiro e Ultimo dia de andlise,
mostrando-se efetivo em manter indiretamente a qualidade sensorial dos morangos

mesmo depois de 12 dias de armazenamento refrigerado.

Com relagcéo ao pH das frutas, houve uma tendéncia na diminuicéo do pH das

amostras em relac@o aos valores do inicio e do final do periodo de armazenamento
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dos morangos. Resultado semelhante ao encontrado por Velickova et al. (2013).
Segundo Famiani et al. (2015), na polpa de diversas frutas ocorre um aumento de
acidos organicos durante grande parte do seu desenvolvimento e amadurecimento.
Tem sido mostrado que o principal &cido organico acumulado nos morangos maduros
€ 0 acido citrico (FAMIANI et al., 2005; OREGEL-ZAMUDIO et al., 2017), o qual pode

estar envolvido na diminuicdo do pH observada nas amostras.

Os morangos cobertos com nanoparticulas e com gel enriguecido com
nanoparticulas e armazenados em temperatura ambiente e em refrigeracao,
respectivamente, foram os Unicos que ndo apresentaram diferenca significativa (p >
0,05) nos valores de pH durante todos os dias avaliados, o que sugere um retardo na
senescéncia dessas amostras. E importante ressaltar que apenas as coberturas que
tinham em sua composi¢do nanoparticulas de quitosana (sozinhas ou misturadas ao
gel) foram capazes manter os valores de pH e retardar a senescéncia das frutas. Isso
mostra que quando a quitosana esta no formato de nanoparticulas € possivel que ela
potencialize seus efeitos protetores contribuindo para a conservagédo dos parametros
fisico-quimicos das frutas, algo que foi sugerido também por Castelo Branco Melo et
al. (2018).

A determinacdo do teor de umidade dos morangos mostrou que ao final do
periodo de armazenamento em temperatura ambiente a umidade das amostras nao
diferiu significativamente entre si (p > 0,05). Comportamento que foi repetido nas
frutas armazenadas em refrigeracdo. A Unica excec¢do foram os morangos cobertos
com gel enriquecido com nanoparticulas, os quais apresentaram no dia 12 o maior

teor de umidade que diferiu significativamente (p < 0,05) de todas as outras amostras.

Com base nesses dados € possivel observar que a temperatura de
armazenamento ndo interferiu de forma decisiva no controle da perda de umidade dos
morangos, diferentemente do relatado por Vasconcelos de Oliveira et al. (2014a).
Segundo Meng et al. (2008), a temperatura ambiente aumenta o metabolismo
respiratorio da fruta favorecendo a perda de umidade. No entanto, Castelo Branco
Melo et al. (2018) sugere que o maior tempo de armazenamento das frutas em
temperatura de refrigeracdo (12 dias) em relacdo as frutas que permaneceram em
temperatura ambiente (6 dias) pode favorecer também a um avanco no metabolismo

das frutas o que contribuiu para maior perda de umidade.
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A cobertura feita da associacdo do gel com nanoparticulas aplicada nos
morangos armazenados em refrigeracdo mostra que a associacao destas duas formas
da quitosana, gel e nanoparticulas, pode melhorar de forma significativa as
propriedades de barreira de uma cobertura comestivel. Segundo Amarante et al.
(2001), as trocas gasosas entre a fruta e a atmosfera ocorre, frequentemente, através
de poros abertos e da alta permeabilidade da pele da fruta. As coberturas de quitosana
agem formando uma barreira entre a fruta e o ambiente externo, evitando dessa forma
a perda de umidade (GUERREIRO et al., 2015). Quando associamos a esse tipo de
cobertura a nanoparticulas criamos um duplo efeito blogqueador, ja que além da
barreira formada pelo filme de quitosana teremos também o bloqueio dos poros
presentes nas frutas pelas nanoparticulas (CASTELO BRANCO MELO et al., 2018).

Além disso, é importante destacar que a concentracdo do gel e das
nanoparticulas (2mg/ml + 1mg/ml) na cobertura feita da associacdo dos dois € muito
inferior a concentragcdo que foi utilizada nas coberturas feitas apenas com o gel de
quitosana (5mg/ml) e apenas com as nanoparticulas (2,5mg/ml). Isso nos mostra que
as duas formas de quitosana apresentam uma potencializacao de suas propriedades
de barreira quando juntas, mesmo em baixas concentracfes. Portanto, a aplicacédo da
nanotecnologia pode ser uma boa alternativa para melhorar as propriedades da
quitosana, assim como, aumentar o custo beneficio da utilizacdo de coberturas

comestiveis a base desse polimero (ESHGHI et al., 2014).

Evolucéo da cor

Os resultados da analise da cor dos morangos nao refrigerados e refrigerados
encontram-se na Tabela 12 e 13, respectivamente. Ao final do periodo de
armazenamento, todos os morangos apresentaram uma diferenca significante na cor
(p <0,05), resultado semelhante ao encontrado por Perdones et al. (2012) e Velickova
et al. (2013). As Unicas excecdes foram as amostras refrigeradas e cobertas com o
gel e as nanoparticulas de quitosana. Essas amostras mantiveram constantes seus
valores de L (p > 0,05) durantes todos os dias de andlise.

A perda de agua e o escurecimento superficial sdo um dos responsaveis por
causar a diminuicdo do brilho em frutas sem coberturas comestiveis como pode ser

observado na presente pesquisa e em outros estudos (BRASIL et al., 2012;
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PERDONES et al., 2012; VELICKOVA et al., 2013; CASTELO BRANCO MELO et al.,
2018). O escurecimento durante 0 armazenamento esta relacionado também ao maior
metabolismo da fruta em que ocorrem diversas reacdes enzimaticas e nao
enzimaticas (ADILLETA et al., 2016). Nesse sentido, as coberturas a base de
guitosana produzidas na presente pesquisa agem diminuindo o processo metabélico
dos morangos e com isso evitando 0 seu escurecimento, o que € potencializado em

temperatura de refrigeracao.

As temperaturas mais baixas do armazenamento refrigerado contribuiram,
portanto, para a manutencdo dos valores de L dos morangos cobertos com gel e
nanoparticulas, separadamente. Pois, segundo Velickova et al. (2013), temperaturas
elevadas de armazenamento contribuem com o aumento da respiracao da fruta e
favorecem a ocorréncia de alguns processos enzimaticos responsaveis pelo

escurecimento dos morangos.

Os valores do angulo hue permaneceram praticamente constantes durante o
periodo de armazenamento de todas as amostras analisadas, resultado de acordo
com o relatado por Perdones et al. (2012) e Guerreiro et al. (2015). Além disso, ndo
houve diferenca significativa (p> 0,05) entre a amostra controle e as amostras com
coberturas ao final do periodo de armazenamento em ambas as temperaturas.
Segundo o sistema CIELAB, se o angulo estiver entre 0°C e 90°C, quanto maior este
for, mais amarelo é o fruto, e, quanto menor este for, mais vermelho € o fruto. Com
base nisso, é possivel afirmar que as coberturas comestiveis produzidas ndo afetaram

a coloracdo vermelha dos morangos, um importante atributo sensorial dessa fruta.



Tabela 12 — Efeito das coberturas comestiveis sobre a cor dos morangos

armazenados em temperatura ambiente (25°C) durante 6 dias.
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Tratamentos

Dias de armazenamento

3

L*

Controle
Glicerol
Gel
Nano
N+G

46,39 (+2.11)A
41,23 (+0.61)A°
49,32 (+2.26)A2
45,78 (+0.26)A
46,81 (+0.12)Aa

35,05 (+4.5H4)BP
34,60 (+2.05)8P
35,86 (+0.54)8P
43,99 (+0.99)A
37,70 (£2.73)B2b

34,91 (+1.11)B2
38,44 (+1.32)A
37,01 (+2.26)82
36,84 (+1.46)82
38,33 (+1.71)82

h *ab

Controle
Glicerol
Gel
Nano
N+G

25,02 (+0.96)"2
25,89 (+0.19)Aa
18,99 (+1.77)8b
24,69 (+0.44)"2
23,55 (+0.04)A

24,77 (£5.04)"b
25,21 (+2.45)Ab
33,71 (+1.75)"a
21,68 (+0.64)8
23,42 (+1.03)Ab

27,86 (£2.92)"eb
19,46 (+4.46)A
33,70 (+0.70)A2
24,48 (+0.20)Abe
22,62 (£3.33)Abc

C*ab

Controle
Glicerol
Gel
Nano
N+G

30,89 (£2.32)"°
27,44 (£3.53)"b
37,45 (+0.58)"
27,08 (+1.42)Bb
37,45 (+1.36)A2

29,44 (+4.99)Ab
22,99 (+4.62)Abe
18,06 (+0.81)C°
36,02 (+1.03)A
28,03 (£6.07)82¢

32,06 (+5,32)A
21,74 (+2,60)A°
25,27 (+0.80)B
36,34 (+3.06)A
25,70 (+1.04)Bb°

&< Diferentes letras na mesma coluna significam diferencga significativa (p<0,05) de acordo com o teste de tukey.
A€ Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de tukey.
Nano=nanoparticulas de quitosana; Gel= gel de quitosana e N+G=mistura do gel de quitosana com as nanopatrticulas.



107

Tabela 13 — Efeito das coberturas comestiveis sobre a cor dos morangos

armazenados em temperatura de refrigeracéo (12°C) durante 12 dias.

Tratamentos

Dias de armazenamento

3

6

12

L*

Controle

Glicerol

Gel

Nano

N+G

45,20 (+2.55)%a

44,26 (+2.56)Aa

37,87 (£6.37)Aa

43,37 (+9.13)%a

46,30 (+4.86)%a

39,75 (£5.07)ABa

38,08 (+1.49)BCa

39,70 (£1.23)Aa

39,34 (+1.11)%a

41,32 (+1.06)ABa

35,74 (+3.01)Bb

41,01(1.62)ABab

37,34 (+0.14)Ab

44,71 (+1.39)%a

40,83(+3.03)ABab

35,32 (+1.19)

36,88 (+0.70)BCb

37,92 (+0.74)Aab

41,38 (+0.64)"a

39,00(21.45)ABab

33,04
(£1.24)8b
35,16
(£1.29)cab
33,84
(£0.38)Ab
38,12
(£0.92)ra
34,84
(+1.68)80

h*ap

Controle

Glicerol

Gel

Nano

N+G

19,06 (+1.34)Ba

21,61 (+2.90)8a

28,47 (+7.41)Ba

21,61 (+5.93)Aba

17,58 (+4.06)82

24,87(+6.00)ABab

25,95 (+2.80)82

25,09 (+2.34)8ab

27,87 (+1.43)Aa

17,25 (+0.20)8b

33,64 (£3.21)A

23,62 (+0.94)Bbe

26,51 (£2.74)B

16,00 (+0.66)8d

19,03(+1.46)A8cd

26,12(+2.90)ABD

25,61 (+4.66)8

44,34 (+8.53)Aa

24,20 (+0.94)Ab

23,80 (+1.90)ABb

24,15
(£0.24)8b
36,24
(+3.28)ha
27,41
(£0.79)Bab
25,34
(+0.32)Aab
29,66
(£8.82)Aab

C*ap

Controle

Glicerol

Gel

Nano

N+G

36,91 (+7.00)"a

39,21 (+2.06)Aa

34,51 (+5.52)ha

33,16 (+1.51)Ca

32,71 (+2.42)a

24,16 (+3.90)ABb

29,32 (+5.30)BCb

29,22 (+5.32)Ab

35,55(+6.45)BCab

43,90 (+5.43)Aa

26,83 (+4.99)ABb

33,96 (+4.70)ABD

33,95 (£2.66)Ab

49,99 (+1.17)ha

44,01 (+1.17)%a

23,50 (+6.21)ABb

24,61 (+1.05)Cb

27,78 (£2.60)Ab

43,11 (+3.12)ABa

37,30 (+2.16)ABa

23,20
(+1.14)80
27,67
(+1.70)BCh
28,49
(+5.79)b
41,95
(+2.10)Aca
23,57
(+3.09)cP

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

AD Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de tukey.
Nano=nanoparticulas de quitosana; Gel= gel de quitosana e N+G=mistura do gel de quitosana com as nanoparticulas.
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Com relagdo aos valores de croma, ndo foram observadas diferencas
significativas (p > 0,05) entre o controle e as frutas com coberturas a base de
guitosana. A Unica excecao foi amostra coberta com nanoparticulas e armazenadas
em refrigeracdo. Quanto menor o valor do croma menos vivida a cor da fruta
(VELICKOVA et al., 2013). Neste caso, a cobertura de nanoparticulas nos morangos
refrigerados foi a Unica que manteve a cor mais viva das frutas no ultimo dia de
analise, com o maior valor de croma que diferiu significativamente (p < 0,05) de todas

as outras amostras.

De um modo geral, as coberturas comestiveis produzidas mantiveram as
caracteristicas da cor dos morangos. As amostras refrigeradas cobertas com
nanoparticulas destacaram-se devido a manutengdo do seus valores de L e maiores
valores de croma, 0 que sugere que esse tipo de cobertura foi mais efetivo em evitar
0 escurecimento dos morangos e manter sua cor mais viva. Isso reflete o retardo do

processo de senescéncia das amostras com nanoparticulas.

Perda de peso

A perda de peso em frutas reflete principalmente a taxa de respiragéo e a perda
de umidade para o ambiente externo. Os morangos sao altamente susceptiveis a uma
rapida perda de peso devido a sua pele extremamente fina, resultando no
encolhimento e enfraquecimento do tecido da fruta (VELICKOVA et al., 2013). Varios
fatores podem afetar a perda de peso cujos principais sao os tratamentos pés-colheita
aplicados a fruta e a temperatura de armazenamento (PETRICCIONE et al., 2015).

As amostras armazenadas a temperatura ambiente apresentaram elevada
perda de peso e ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os resultados
dessas amostras (Figura 24). Segundo Garcia et al. (1998), a maxima perda de peso
comercialmente tolerada para os morangos € de 6%. Entdo, todas as amostras de
frutas com e sem coberturas analisadas na presente pesquisa e armazenadas em
temperatura ambiente estéo fora do limite comercialmente aceitavel, o0 que mostra que
nenhuma cobertura comestivel a base de quitosana foi capaz de evitar uma relevante

perda de peso nessa temperatura avaliada.
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Figura 24 - Percentual de perda de peso dos morangos com e sem coberturas

armazenados em temperatura ambiente e em refrigeracao.
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&< Diferentes letras na mesma temperatura significam diferenga significativa (p<0,05) de acordo com o teste de tukey.
AB Diferentes letras entre as temperaturas significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de tukey.

Isso pode ter ocorrido devido a temperatura de armazenamento, ja que a
temperatura de refrigeragdo diminuiu em torno de 15 vezes a perda de peso dos
morangos quando comparada com a temperatura ambiente. Diminuicdo semelhante
a encontrada por Ventura-Aguilar et al. (2018) que utilizou coberturas a base de

guitosana e extrato de canela.

Como foi relatado anteriormente, a perda de peso em frutas esta associada
com o processo de senescénica e evaporacdo da agua da fruta, portanto, em altas
temperaturas ocorre um aumento da taxa respiratéria da fruta, associada a uma perda
de umidade e peso (ALl et al., 2015). Por isso, a perda de peso foi mais intensa nas
amostras armazenadas em temperatura ambiente do que em refrigeracao, resultado
semelhante ao encontrado por Castelo Branco Melo et al. (2018) que utilizou
coberturas de gel de quitosana + nanoparticulas de quitosana para conservacdo de

uvas.

De acordo com Khalifa et al. (2016), a quitosana é capaz de diminuir a perda
de peso em frutas devido a sua propriedade filmogénica, na qual esse polimero age
como uma barreira ao vapor de agua e as trocas gasosas entre a fruta e o ambiente

externo. Nos morangos armazenados em refrigeracdo, a cobertura feita com gel de
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guitosana ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) quando comparada as
coberturas com nanoparticulas e gel + nanoparticulas. Kaewklin et al. (2018) avaliou
a perda de peso de tomates cobertos com filme de quitosana e filme feito com
nanocompésito de quitosana-dioxido de titédnio e observou que também n&o houve
diferenca significante de perda de peso entre os tomates cobertos com o

nanocompdasito e com a quitosana sozinha.

Portanto, a prevencéo da perda de peso esta mais relacionada a formagéo da
barreira externa produzida pela cobertura comestivel do que a forma do polimero
presente nessa cobertura. No entanto, todos morangos com as coberturas
comestiveis produzidas a base de quitosana e armazenados sob refrigeracao
apresentaram perda de peso comercialmente aceitavel segundo Garcia et al. (1998).

Percentual de infeccéo visivel

Devido a sua elevada atividade fisiol6gica, os morangos séo frutas altamente
pereciveis e que apresentam uma pequena vida de prateleira (Dhital et al., 2017). A
utilizacdo de coberturas de gel de quitosana para preservacdo microbiana de
morangos tem sido extensivamente relatada por outros autores (Gol et al., 2013;
Velickova et al., 2013). No entanto, até 0 momento a utilizacdo de coberturas a base
de nanoparticulas de quitosana ainda é bastante incipiente. Segundo Castelo Branco
Melo et al., (2018), a propriedade antimicrobiana da quitosana pode ser melhorada

guando ela apresenta-se no formato de nanoparticulas.

A Figura 25 mostra que os menores percentuais de infeccédo visivel foram
encontrados nos morangos cobertos com nanoparticulas sozinhas ou associadas ao
gel. Essas frutas obtiveram resultados que diferiram significativamente da amostra
controle (p < 0,05) em ambas as temperaturas. Esse resultado reforca, portanto, a
melhora da acdo conservadora da quitosana quando no formato de nanoparticulas,
pois o0 resultado dos morangos cobertos apenas com o gel néo diferiu

significativamente (p > 0,05) em nenhuma das temperaturas em relagdo ao controle.
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Figura 25 - Percentual de infeccdo visivel dos morangos com e sem coberturas

armazenados em temperatura ambiente e em refrigeracao.
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a¢ Diferentes letras em uma mesma temperatura significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de tukey.
AB Diferentes letras entre as temperaturas significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de tukey.

De acordo com Haijji et al. (2018), a quitosana desempenha uma dupla funcéo
com relacdo a inibicdo de infecgbes em frutas. Ela interfere no crescimento fungico,
evitando, desta forma, o crescimento microbiano. Além disso, ela age também
ativando muitos processos bioldgicos de defesa do tecido da fruta, como a producéo
de enzimas de defesa (El Gaouth et al., 1992; Gol et al., 2013; Velickova et al., 2013;
Hajji et al., 2018).

A cobertura comestivel em si é outro fator que contribui para um menor
percentual de infeccdo visivel em frutas, pois ela age como uma barreira que evita o
contato do morango com microrganismos externos (Gol et al., 2013; Hajji et al., 2018).

A cobertura age também retardando a senescéncia das frutas e
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segundo Neeta et al. (2013), a resisténcia a infec¢des fungicas pode ser melhorada

através do retardo da senescéncia.

Quando a cobertura de nanoparticulas foi aplicada nos morangos refrigerados,
foi observada uma diminui¢c&o significativa (p < 0,05) no seu percentual de infec¢éo
em relagcdo aos morangos com esse mesmo tipo de cobertura, mas armazenados em
temperatura ambiente (Figura 26). Assim como ha presente pesquisa, Castelo Branco
Melo et al. (2018) também observou que em temperaturas de refrigeracdo a acao
conservadora da cobertura a base de nanoparticulas de quitosana é potencializada.
De acordo com Meng et al. (2008), baixas temperaturas diminuem 0 processo

fisioldgico da fruta e enfraquecem os patdgenos, reduzindo a incidéncia de podriddes.

Portanto, a presente pesquisa reafirma a ideia de que a utilizacao das quitosana
no formato de nanoparticulas potencializa sua acédo conservadora em frutas, no caso
em morangos, e essa acao pode ser ainda mais efetiva quando a fruta em questéao for
armazenada em baixas temperaturas. O gel de quitosana ainda € uma efetiva
substancia utilizada como cobertura comestivel para preservacado de frutas, nao
devendo ser subestimado. No entanto, com o0 advento da nanotecnologia
modificacdes na escala nanométrica deste biopolimero trazem novas alternativas para

a utilizacéo do gel como cobertura comestivel.
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Figura 26 - Aparéncia dos morangos com (glicerol, gel, NP = nanoparticulas e gel + NP = gel enriquecido com nanopatrticulas) e

sem coberturas comestiveis depois de 6 e 12 dias de armazenamento em temperatura ambiente e refrigeracéo, respectivamente.
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Bioatividade das coberturas comestiveis sobre o crescimento fungico nos

morangos

Os efeitos das coberturas comestiveis feitas com o gel, as nanoparticulas e a
mistura de ambos nos morangos infectados previamente com o0s fungos
fitopatogénicos e armazenados durante 6 e 12 dias em temperatura ambiente e
refrigeragcdo estdo presentes nas Tabela 14 e 15, respectivamente. A andlise
estatistica revelou que em todos os grupos de fungos testados, os morangos sem
cobertura comestivel (controle) nao diferiram significativamente (p>0,05) dos
morangos cobertos com glicerol. Portanto, a utilizagdo do glicerol na cobertura
comestivel de nanoparticulas de quitosana fungica néo interfere na agédo antifingica
dessas particulas, servindo apenas como meio inerte de dispersao das nanoparticulas

para a producéo da cobertura.

Em ambas as temperaturas, a cobertura comestivel produzida com a mistura
do gel + nanoparticulas foi a que apresentou um menor percentual de infeccéo pelo
B. cinerea. Esse resultado in vivo est4d de acordo com os resultados in vitro do
percentual de inibicdo micelial e germinacdo dos esporos. Como relatado
anteriormente pelo método checkboard, a mistura das duas formas de quitosana, gel
e nanoparticulas, apresenta um efeito aditivo o que significa que quando juntas ocorre
uma potencializacéo de seu efeito antifingico. Isso ocorre, segundo Lee et al. (2010),
devido a uma melhor disperséo das particulas quando diluidas no gel, o que faz com
gue sejam mais eficientemente transportadas para a parede celular causando

disturbios no fungo em questao.

O gel foi a substancia a base de quitosana que apresentou a menor capacidade
de inibir o crescimento do B. cinerea nos morangos. Contudo o gel de quitosana
contribuiu muito para reduzir a progressao da infeccéo e sua disseminacdo durante
todo o periodo de armazenamento, além disso manteve 0s morangos com uma
aparéncia de maior frescor quando comparado com as frutas controle e as cobertas
com glicerol (Figura 27). Resultado semelhante ao relatado por Awad (2017) que
também observou esse efeito da quitosana em diferentes variedades de morangos

contaminados com B. cinerea.
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Em temperatura de refrigeragdo, a cobertura feita com o gel apresentou um
percentual de morangos infectados com B. cinerea semelhante (p>0,05) aos
morangos controle, aos cobertos com nanoparticulas e aos cobertos com glicerol.
Segundo Meng et al. (2008) e Vasconcelos de Oliveira et al. (2014), durante o
armazenamento das frutas em temperatura de refrigeracdo ocorre uma diminui¢cao
dos processos fisiolégicos da fruta e um enfraquecimento da patogenicidade dos
fungos contaminantes. Portanto, como resultado desse enfraquecimento os morangos
armazenados em temperatura de refrigeragao apresentaram um menor percentual de
infeccdo pelo B. cinerea, o que reflete na andlise estatistica desse grupo que ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos controle, glicerol, gel e

nanoparticulas.

Tabela 14 - Percentual de frutas armazenadas a temperatura ambiente e infectadas
artificialmente com os fungos B. cinerea, R. stolonifer e A. niger depois de expostas
a diferentes concentracdes de gel de quitosana, nanoparticulas e gel enriquecido

com nanoparticulas.
Percentual de frutas infectadas (%)

Amostras B. cinerea URM 2802 R. stolonifer URM 3728 A. niger URM
7282

Gel 90,00% (+0,00)® 75,55% (+13,46)° 18.00% (+8,00)°

NP 70,00% (0,00)° 30,00% (0,00)° 13.33% (#5.77)°

Gel + NP 60,00% (+0,00)¢ 25,00% (0,00)° 15.33% (+2.52)°

Glicerol 96,67% (+2,89)2 100,0% (+0,00)? 70.00% (+0,00)2

Controle 100,0% (+0,00)2 100,0% (+0,00)? 70.00% (+1,00)2

ad Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p < 0.05) de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 15 - Percentual de frutas armazenadas em refrigeracdo e infectadas artificialmente
com os fungos B. cinerea, R. stolonifer e A. niger depois de expostas a diferentes

concentracdes de gel de quitosana, nanoparticulas e gel enriguecido com nanoparticulas.

Percentual de frutas infectadas (%)

Amostras B. cinerea URM 2802 R. stolonifer URM 3728 A. niger URM
7282

Gel 70,00% (+17,32)% 75,00% (+0,00)2 75.00% (+15,00)°

NP 66,67% (5,77)% 40,00% (+5,00)P 50.00% (+0,00)°

Gel + NP 63,33% (+15,28)"° 10,00% (+0,00)¢ 40.00% (+0,00)°

Glicerol 95.00% (+5,00)2 81,10% (+18,28) 95.00% (+5,00)?

Controle 96,67% (+5,77)2 85,00% (+8,66)2 100.0% (+0,00)2

&¢ Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca significativa (p < 0.05) de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 27 - Aparéncia dos morangos com e sem coberturas comestiveis
(concentracdo CIM) previamente infectados com B. cinerea depois de 6 e 12 dias de

armazenamento em temperatura ambiente e refrigeracéo, respectivamente

Controle Glicerol GEL NP GEL + NP

GEL + NP

Com relagcéo ao percentual de infec¢cbes causado pelo R. stolonifer, o gel de
guitosana mostrou-se novamente como a substancia a base de quitosana que
apresentou a menor capacidade de inibir o crescimento do fungo fitopatogénico em
guestdo. No entanto, em temperatura ambiente, o efeito do gel de quitosana foi
estatisticamente melhor (p<0,05) do que o observado nas amostras controle e com
glicerol. Hernandez-Lauzardo et al. (2010), também demonstraram que o gel de
guitosana foi capaz de retardar o crescimento do R. stolonifer em outros tipos de frutas

como mamdo, péra e tomate.

O mecanismo pelo qual a quitosana afeta o crescimento e a sobrevivéncia dos
fungos nas frutas esta relacionado a capacidade que esse polimero tem em interferir
com as cargas negativas das macromoléculas presentes na superficie fangica,
formando complexos polieletroliticos, afetando a permeabilidade celular fungica e
causando vazamento de componentes intracelulares (VASCONCELOS DE OLIVEIRA
et al., 2014). Além disso, Pastor et al. (2011) sugerem que o efeito da quitosana em

inibir o crescimento fangico em frutas esté relacionado também a capacidade que a
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quitosana tem em aumentar a producao de enzimas de defesa (ex: quitinases) e

atividade antioxidante da propria fruta (ex: polifenol oxidase, peroxidase).

Por outro lado, em refrigeracdo néo foi observada diferenca significativa entre
0 gel e as amostras controle e cobertas com glicerol. Segundo Romanazzi et al.
(2013), a podriddo mole causada pelo R. stolonifer é capaz de se espalhar em
temperaturas superiores a 4-6°C. Por isso, durante o armazenamento em refrigeracéo
houve uma menor capacidade de disseminacao desse fungo que refletiu em menores
percentuais de infeccdo para as frutas controle e as cobertas com glicerol quando
comparadas com o mesmo tipo de tratamento nos morangos armazenados em

temperatura ambiente (Figura 28).

Figura 28 - Aparéncia dos morangos com e sem coberturas comestiveis
(concentragcao CIM) previamente infectados com R. stolonifer depois de 6 e 12 dias

de armazenamento em temperatura ambiente e refrigeracdo, respectivamente.
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Assim como foi observado para o B. cinerea, a cobertura feita com o gel
enriguecido com nanoparticulas de quitosana flngica mostrou-se, novamente, a
substancia mais efetiva em inibir o crescimento do R. stolonifer nos morangos.
Contudo, em temperatura ambiente a cobertura feita apenas com nanoparticulas

apresentou percentual de inibicdo sem diferenca significativa (p>0,05) em relacdo a
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cobertura feita com a associacédo de gel + nanoparticulas. Resultado semelhante foi
encontrado para o A. niger, em ambas as temperaturas. ISso sugere que a agao
antifingica potencializada dessas coberturas deve-se principalmente a presenca das
nanoparticulas, como ja relatado anteriormente por Castelo Branco Melo et al. (2018)
para bactérias patogénicas de origem alimentar.

O A. niger foi o fungo que apresentou as maiores alteracdes visuais na fruta,
como pode ser observado na Figura 29. Segundo Wang et al. (2015) e Lichter et al.
(2002), a infeccdo deste agente patogénico em frutos caracteriza-se pelo
amolecimento do local infectado seguido do desenvolvimento do mofo escuro que
corresponde as estruturas de frutificacdo dos fungos. Estas alteracdes foram mais
intensas nos morangos controle e cobertos com glicerol, o que nos confirma a
importancia das coberturas comestiveis a base de quitosana em retardar o

crescimento fangico.

Figura 29 - Aparéncia dos morangos com e sem coberturas comestiveis
(concentracao CIM) previamente infectados com A. niger depois de 6 e 12 dias de

armazenamento em temperatura ambiente e refrigeragéo, respectivamente.
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Segundo Kim et al. (2014), aplicacdo do indculo fungico na fruta antes da
cobertura comestivel faz com que a cobertura produza um ambiente com baixa
concentracdo de oxigénio para 0s microrganismos, agindo como uma barreira. No
entanto, a presenca de nanoparticulas nas coberturas ndo sé intensifica a acao
antimicrobiana do gel, como também favorece a formagdo de uma atmosfera
modificada na fruta, suprimindo ainda mais o fornecimento de oxigénio para 0s

microrganismos presentes (Castelo Branco Melo et al., 2018).

Portanto, na presente pesquisa a cobertura comestivel a base de quitosana
mais efetiva em inibir o crescimento de fungos pés-colheita em morangos foi o gel
enriquecido com nanoparticulas. A nanotecnologia, nesse caso, mostrou-se uma
alternativa capaz de potencializar a acdo do ja convencional gel de quitosana, que
junto as nanoparticulas, mesmo em baixas concentracdes conseguiu inibir o
crescimento dos fungos fitopatégenos dos morangos, 0s quais séo, segundo Usall et

al. (2016), os principais responsaveis pelas perdas pés-colheita dessa fruta.

Andlise sensorial

Os morangos controle e 0s cobertos com coberturas comestiveis a base de
guitosana foram submetidos, 3 dias apds a aplicacdo das coberturas, aos testes de
aceitacao, intencdo de compra e ordenacdo preferéncia por 100 avaliadores nao
treinados.

O grupo controle recebeu as maiores notas para todos os atributos analisados
(Tabela 16). No entanto, n&o foi observada diferenca significativa (p > 0,05) para os
atributos de cor, sabor, aroma, firmeza e avaliagao global entre o grupo controle e as
frutas cobertas com gel de quitosana e nanoparticulas separadamente. Portanto,
esse resultado sugere que a forma do polimero de quitosana (gel ou nanoparticulas)
utiizada na cobertura comestivel ndo influenciou na qualidade sensorial dos

morangos.

De acordo com Vargas et al. (2006), a quitosana pode apresentar um sabor
adstringente devido a sua diluicdo ser feita em meio acido, mas esse sabor néo foi
observado nos morangos cobertos com gel de quitosana e nanoparticulas

separadamente, pois a andlise sensorial foi realizada no terceiro dia de
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armazenamento das frutas. Resultado semelhante ao encontrado por Velickova et al.
(2013) e Castelo Branco et al. (2018).

Tabela 16 - Efeito das coberturas comestiveis nos atributos sensoriais dos morangos
sem coberturas comestiveis (controle) e cobertos com glicerol, gel de quitosana
(gel), nanoparticulas de quitosana fungica (NP) e gel de quitosana enriquecido com

nanoparticulas (N + G) armazenados em refrigeracao.

Atributos Controle Glicerol Gel NP N+G
Aparéncia 7.81(+1.51)2 6.61(+x1.79)° 6.94(x1.91)  7.52(+1.44)%> 6.94(+1.75)*
Cor 7.87(x1.46)% 6.95(x1.66)°  7.30(+1.71)%¢ 7.64(+1.44)%® 7.07(+1.75)™
Aroma 7.50(x1.55)* 6.95(+1.70)® 7.22(+1.55)%  7.20(+1.56)* 6.78(+1.66)°
Firmeza  8.04(+1.04)* 7.64(+1.43) 7.52(+x1.41)®  7.70(x1.49) 7.59(+1.37)
Sabor 7.61(+1.80 6.86(+1.75)° 7.51(+x1.53)®  7.58(+x1.70)®  6.85(x1.94)
Avaliagdo 7.77(+1.46)% 7.02(+x1.48)° 7.43(x1.42)®  7.68(x1.47)2 6.85(+1.71)°
Global

&¢ Diferentes letras na mesma linha significam diferenca significativa (p < 0.05) de acordo com o teste de tuckey.

E importante ressaltar que a cobertura comestivel feita de gel e nanoparticulas
misturados diferiram significativamente (p < 0,05) do grupo controle para todas os
atributos avaliados, exceto para a firmeza. Como foi previamente relatado, a cobertura
feita de gel + nanoparticulas aplicada aos morangos armazenados em refrigeracao
mostraram que a associagdo dessas duas formas de quitosana (gel e nanoparticulas)
podem melhorar significativamente as propriedades de barreira de uma cobertura
comestivel. Os morangos cobertos com gel + nanoparticulas mantiveram seu indice
de maturacdo e o pH, além de apresentaram também um maior percentual de
umidade. A aplicacdo desse tipo de cobertura pode retardar o processo de
amadurecimento da fruta, o que contribuiu para a menor aceitacdo desse tipo de

amostra.

O teste de preferéncia mostrou que 38% dos avaliadores preferiram a amostra
controle, seguida por 27% que preferiram a amostra com a cobertura comestivel feita
apenas de nanoparticulas de quitosana, 18% gel de quitosana, 9% glicerol e gel +
nanoparticulas. Esse resultado é um reflexo do teste de aceitacdo, no qual esses dois
tipos de amostras (controle e nanoparticulas) obtiveram as maiores notas para a

maioria dos parametros avaliados.
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Com relacéo ao teste de intengdo de compra, houve diferengas significativas (p
< 0.05) entre as amostras com e sem coberturas. O grupo dos morangos cobertos
apenas com as nanoparticulas foram os unicos que nao diferiram significativamente
do grupo controle. Esses dois grupos apresentaram notas (controle: 4,34 + 1.03 e
nanoparticulas: 4,09 £1.10) em torno de 4 pontos, o que significa que os provadores

“possivelmente comprariam” esses morangos.

A terceira maior nota do teste de intenc&o de compra foi atribuida aos morangos
cobertos com gel de quitosana (3,84 £1.10) e cuja nota nao diferiu estatisticamente (p
> 0,05) da nota atribuida para o grupo das nanoparticulas. Nenhuma diferenca (p >
0,05) na intencao de compra do grupo coberto com glicerol (3,61 £1.10) e com gel +
nanoparticulas (3,64 +1.14) foi evidenciada. Esses dois grupos foram o0s menos
aceitos tanto no teste de intencdo de compra como também observado no resultado

do teste de ordenacéo preferéncia.

No entanto, todas as amostras exibiram notas em torno de 4 pontos o que
mostra que os avaliadores “possivelmente comparariam” essas frutas. Notas
semelhantes foram relatadas por Castelo Branco Melo et al. (2018) que utilizou
coberturas comestiveis feitas com gel quitosana + nanoparticulas de quitosana
fungica para aplicacdo em uvas. As médias das notas observadas no teste de intencéo
de compra favorecem a utilizacdo das coberturas produzidas na presente pesquisa a

nivel comercial.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O planejamento fatorial das nanoparticulas de quitosana mostrou os melhores
parametros para a producado das particulas utilizadas na presente pesquisa. Com a
definicdo desses parametros, foram preparadas particulas com tamanho (331,1nm),
potencial zeta (+34mV) e PDI (0,377) necessarios para a producdo de coberturas

comestiveis conservadoras de morangos pds-colheita e atoxicas ao consumidor.

A avaliacdo da estabilidade coloidal das suspensfes de nanoparticulas de
guitosana mostrou que a suspensdo das particulas produzidas devem ser
armazenadas em temperatura ambiente ou refrigeracdo. Essas temperaturas foram
capazes de manter os parametros fisico-quimicos das particulas por mais tempo e
consequentemente preservar sua atividade antifingica, viabilizando seu uso na area

de alimentos como agente antimicrobiano.

O uso das coberturas comestiveis a base de quitosana foi efetivo em manter a
gualidade fisico-quimica, microbiologica e sensorial de morangos pos-colheita. Essas
coberturas atuaram como barreira a perda de umidade e de peso mantiveram o teor
de sélidos soluveis e o indice de maturacdo das frutas nos valores mais baixos,
preservaram a cor, antocianina, pH e acidez titulavel dos morangos e reduziram o
percentual de infeccdo visivel, favorecendo dessa forma a conservacdo apds a
colheita dos morangos, sem, contudo, interferir nas caracteristicas sensoriais dessa

fruta.

Além disso, as coberturas apresentaram também uma importante atividade
antioxidante segundo os testes de DPPH, ABTS e FRAP. O gel de quitosana
enriquecido com nanoparticulas destacou-se perante as outras substancias teste nao
s6 com relacdo a sua relevante atividade antioxidante, mesmo utilizado em baixas
concentracdes, mas também a suas caracteristicas conservadoras das qualidades

fisico-quimicas dos morangos.

Todas as coberturas comestiveis a base de quitosana foram capazes também
de inibir o crescimento in vivo e in vitro dos fungos fitopatogénicos de morangos pos-
colheita. A mistura do gel com as nanoparticulas apresentou um efeito aditivo segundo

0 método checkboard. Isso influenciou a acdo antifingica dessa substancia, ja que a
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cobertura comestivel feita com o gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas

apresentou os melhores resultados antifungicos.

Portanto, com base nos resultados obtidos, a cobertura comestivel formada
pela mistura do gel com nanoparticulas mostra-se como uma alternativa promissora
para conservacdo pos-colheita de morangos. A aplicacdo da nanotecnologia em
coberturas comestiveis feitas com o convencional gel de quitosana pode melhorar as
propriedades antimicrobianas e conservadoras do gel e trazer outros beneficios como
um melhor custo beneficio, ja que ha uma diminuicdo na concentracdo de quitosana

necesséria para inibicdo do crescimento flngico pés-colheita.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr.(a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
“Bioatividade de coberturas comestiveis a base de quitosana em gel e nanoparticulas
na conservacao de morangos (Fragaria ananassa)”’, que esta sob a responsabilidade
da pesquisadora Natalia Ferrdo Castelo Branco Melo (Av. Cons. Rosa e Silva, 327,
Apt.101, Aflitos. CEP:52020220. Telefone:(81)88013648. E-mail:
natalia_melo_835@hotmail.com); e esta sob a orientacdo da professora Thayza
Christina Montenegro Stamford (E-mail: thayzastamford@yahoo.com.br) e co-
orientacdo da professora Thatiana Montenegro Stamford Arnaud (E-mail:
thatianaarnaud@hotmail.com).

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

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Esse projeto de pesquisa pretende definir qual a melhor cobertura comestivel
a base de quitosana para a conservacdo de morangos de forma a proporcionar a
obtencédo de um produto com uma maior durabilidade e qualidade.

O voluntario sera submetido a analise sensorial de 5 amostras de morangos:
com gel de quitosana, com nanoparticulas de quitosana, com gel + nanoparticulas,
com glicerol e sem cobertura comestivel (amostra controle). Sera realizado os testes
de aceitacao, intencdo de compra e ordenacdo preferéncia. Os dados deverdo ser
preenchidos em formulério disponibilizado pelo pesquisador. As amostras serédo
acompanhadas de copo com agua para ser utilizado pelo provador entre cada prova
das frutas para limpeza das papilas gustativas. Os atributos avaliados serdo a
aparéncia, o aroma, o sabor, a textura e impressao global.

Em relacdo aos riscos da pesquisa, podem ser citados o0s inerentes a possivel
contaminacéo da fruta que serdo minimizados adotando-se procedimentos seguros
para manipulagdo e armazenamento dos alimentos conforme recomendagédo da
legislacdo sanitaria (RDC n°216/2004).

Como beneficio, o0 uso de cobertura comestivel a base de quitosana projeta-se
como uma alternativa para conservacao da cor, aroma, textura e integridade dos
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frutos, diminuindo os custos com a deterioragdo desses alimentos pela indlstria e
consequentemente diminuindo o preco final desse produto.

A quitosana € um nome cientifico dado a uma fibra natural (polissacarideo)
originada da carapaca de crustaceos ou da parede celular de fungos. Esse
polissacarideo distingue-se dos demais devido a sua capacidade de conservagao dos
alimentos, sem causar qualquer tipo de efeito toxico aquele individuo que entra em
contato com a quitosana. A quitosana pode ser aplicada em diferentes formas, como
por exemplo no formato de nanoparticulas, o que podera potencializar suas
caracteristicas prolongando a manutencéo da qualidade dos frutos.

As informacgdes desta pesquisa serédo confidenciais e seréo divulgadas apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, sendo assegurado o sigilo sobre sua
participacdo. Os dados coletados ficardo armazenados em computador, sob
responsabilidade do pesquisador principal pelo periodo de 5 anos.

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

Pesquisadora: Natalia Ferrdo Castelo Branco Melo

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAQAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO
Eu,

RG: e CPF: , abaixo assinado,
concordo em participar do “Bioatividade de coberturas comestiveis a base de
guitosana em gel e nanoparticulas na conservacao de morangos (Fragaria
ananassa)’, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a)
pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos, assim
como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade.

Local e data

Assinatura do participante:

Testemunha 1: Testemunha 2:
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APENDICE B - FICHA DE ANALISE SENSORIAL

Nome: Idade: e-mail:

Fone: Escolaridade: Data:

Vocé esta recebendo 5 amostras codificadas de morangos. Avalie sensorialmente as
amostras e confira nota aos atributos analisados de acordo com a escala abaixo.
Lembre-se de colocar os cddigos das amostras acima das notas conferidas.
Recomenda-se fazer uso da bolacha e da agua, antes de cada avaliacéao.

9- gostei muitissimo

8- gostei muito ATRIBUTOS Codigo das amostras
7- gostei moderadamente

6- gostei ligeiramente Aparéncia

5- nem gostei/nem desgostei [ cqp

4- desgostei ligeiramente Aroma

3- desgostei moderadamente  [Eirmeza

2- desgoste@ mu@tg) . Sabor

1- desgostei muitissimo Avaliacao global

Qual seria sua intencdo de compra ao encontrar esses morangos no mercado?
5- certamente compraria

4- possivelmente compraria ATRIBUTOS Cédigo das amostras
3- talvez comprasse /
talvez ndo comprasse Intengéo de compra

2- possivelmente ndo compraria
1- jamais comparia

Agora ordene as amostras na ordem decrescente de preferéncia global.

Mais Menos
Preferida preferida
10 20 30 40 50
Cddigo
Comentarios:

OBRIGADA!
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APENDICE C - CAPITULO PUBLICADO NO LIVRO "GLOBAL PROGRESS IN
APPLIED MICROBIOLOGY: A MULTIDISCIPLINARY APPROACH".

Synthesis and in vitro antifungal activity of fungal -chitosan
nanoparticles against phytopathogenic fungi

N.F.C.B. Melo"!, M. A. P. Flores?, A. D. Silva!, A. Galembeck?, G.M.C. Takaki’, L. O. Franco’,
M. A. B. Lima’, T. L. M. Stamford', T. M. Stamford-Arnaud' and T. C. M. Stamford'

"Department of Nutrition, Federal University of Pernambuco, 50670-901, Recife, Pernambuco, Brazil

2Center of Strategic Technologies of Northeast, 50740-545, Recife, Pernambuco, Brazil

SNucleus of Research in Environmental Sciences, Catholic University of Pernambuco, 50050-590, Recife,
Pernambuco, Brazil

*Corresponding author: e-mail: natalia_melo_835@hotmail.com, Phone: +55 81988013648

The aim of this study was to verify the best condition for obtaining fungal chitosan nanoparticles (FCN) and
determine their antifungal activity against phytopathogenic fungi. FCN were obtained by ionic gelation method using
a 2* factorial design varying pH, chitosan (CH) and tripolyphosphate (TPP) concentrations and CH:TPP volume
ratio. It was also determined the minimum inhibitory concentration (MIC) of the best FCN against B. cinerea, R.
stolonifer and A. niger. The results indicated that only one formulation showed ZP > +30 mV, but with high average
size (821 nm). As it was not possible to obtain FCN with ZP > +30 mV, new factorial design 22 was carried out
varying only CH and TPP concentrations. After that, the conditions for obtaining FCN with presented DLS = 331.1
nm, PDI =0.377, ZP = 34 mV were at pH =4, CH:TPP = 4:1, CH = 2.0 mg/mL and TPP = 1.0 mg/mL. In addition,
this FCN sample exhibited MIC values of 1.5 mg/mL for R. stolonifer and B. cinerea and 2.5 mg/mL for A. niger.
Therefore, this FCN have potential to be used against fungal disease at field level as a crop protection.

Keywords nanotechnology; biopolymer; Botrytis cinerea; Rhizopus stolonifer; Aspergillus niger.

1. Introduction

Plant pathogenic fungi cause severe damages to many economically important crops worldwide and result in
quantitative and qualitative losses in agriculture [1]. A common practice to prevent phytopathogenic fungi is the
application of chemical fungicides. However, many pathogens show resistance to the pesticides used nowadays.
Moreover, synthetic fungicides may be harmful to the environment and to human health [2].

Currently, there is a need for a novel eco-friendly technology that improve food productivity without cause any
harmful effect to human health and to the environment. In this context, the advancement in nanotechnology has
markedly extend the application of nanomaterials in plants due to unique physico-chemical and their size-
dependent properties, as high surface to volume ratio. These properties turn the chitosan nanoparticles more
effective against different microbes groups, even at lower dose [3].

The particle size and charge surface (zeta potential) play an important role in determination of nanoparticles
antifungal activity. Smaller particle, in principle, will penetrate easily into microbial cell and a positive charge of
chitosan nanoparticles improves the interaction between particles and negatively charged microbial cell surface.
This could induce leakage of fungi intracellular material [4].

Chitosan based nanoparticles are preferably used for various applications owing to their biodegradability, high
permeability toward biological membranes, non-toxicity to human, cost effectiveness and broad antifungal
activities [2]. Chitosan is a polysaccharide composed of B-1.4-D-glucosamine linked to N-acetyl-glucosamine
residues and is naturally present in fungi cell walls or can be extracted by the deacetylation of chitin, which is a
polysaccharide present in the exoskeleton of marine invertebrates. Fungi biomass is a promising eco-friendly
alternative for obtaining chitosan because it is not affected by seasonal factors and can be produced on a large
scale using industry wastes as a cheap substrate and does not contain any of the proteins that induce allergic
reactions to crustaceans [3,4]

There are different types of chitosan (extracted from crustaceans or fungi cell) with different deacetylation
degrees and molecular weights. Thus, the need to investigate the effects of synthesis parameters on nanoparticle
size and surface charge in order to prepare chitosan nanoparticles appropriate to use in agricultural field against
phytopathogenic fungi [5].

Therefore, the aims of this research was to investigate the best condition for obtaining fungal chitosan
nanoparticles (FCN) using a factorial design. For this study, we evaluate the effect of concentration of chitosan
(CH), tripolyphosphate (TPP), pH of solution and CH:TPP volume ratio. It having as response variables: particle
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size (DLYS), zeta potential (ZP) polydispersity index (PDI). FCN produced with the best conditions defined in the
factorial design was tested against phytopathogenic fungi viz. Aspergillus niger, Botrytis cinerea and Rhizopus
stolonifer.

2. Materials and Methods

2.1 Raw materials

Fungal chitosan from non-genetically modified Aspergillus niger mycelium (KiOnutrime® - deacetylation degree
of 86 % and molecular weight of 4.0 x 10° g/mol) was provided by Kitozyme ® Company. Sodium
tripolyphosphate was purchased from Sigma-Aldrich (USA), sodium hydroxide, glacial acetic acid, sabouraud
dextrose broth and sabouraud dextrose agar were obtained from Merck (Germany).

Botrytis cinerea URM 2802, Rhizopus stolonifer URM 3728 and Aspergillus niger URM 7282 were obtained
from the University Recife Mycology Culture Collection (Center for Biological Sciences, Federal University of
Pernambuco, Recife, Brazil).

2.2 Experimental factorial design

In this study, we investigated the synthesis of FCN nanoparticles by using a 2* factorial design composed of four
factors each at three levels (Table 1). The FCN were prepared by ionic gelation method with modifications [6].
TPP solutions were added to the chitosan solutions dropwise (0.2 mL/min) using a peristaltic pump (Atlas Syringe
Pump) under vigorous stirring at room temperature. Once the dropwise addition was completed, the nanoparticle
suspension was stirred for an additional 1 h. The response variables were measured using a Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, UK) and it was performed at a scattering angle of 90 ° at 25 °C and 633 nm laser.

Table 1 Initial 2* factorial design, providing the lower (-1), medium level and upper level (+1) values for each variable.

Factors Lower level (-1) Medium level (0) Higher level (+1) Response variables
CH (mg/mL) 0.5 1.0 1.5 Particle size; PDI and
TPP (mg/mL) 0.6 0.8 1.0 zeta potential

CH: TPP (v/v) 2:1 4:1 6:1

pH of CH solution 3.0 4.0 5.0

The design required a total of 20 experiments (the medium level experiments were repeated 4 times). The data
were analyzed using the STATISTICA 10.0 (StafSoft, Inc.) software.

2.3 Antifungal activity of FCN against phytopathogenic fungi

The best formulation of FCN was used in the broth macrodilution technique to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) of FCN against Botrytis cinerea URM 2802, Rhizopus stolonifer URM 3728 and Aspergillus
niger URM 7282. For this assay, phytopathogenic fungi stock cultures were subcultured in Sabouraud agar at 25
— 28 °C for 7 days to allow sufficient sporulation. The fungal spores were collected in a sterile saline solution (0.85
g /100 mL NaCl) in fungal growth medium, and the suspension was filtered through a sterile triple-gauze layer to
retain hyphal fragments. The number of spores present in the suspension was determined with a hemocytometer.
The spore concentration obtained was adjusted with sterile saline solution to provide a fungal inoculum of
approximately 106 spores/mL [7].

In the broth macrodilution technique, initially, 0.5 mL of a suspension of the phytopathogenic fungi was
inoculated, separately, into 2 mL of Sabouraud broth (with the concentration adjusted to 5 mL), and 2.5 mL of the
solutions containing different chitosan nanoparticles concentration were added. The mixture was incubated at 25
°C for 7 days, and at the end of the incubation period, the lowest chitosan nanoparticles concentration (highest
dilution) that exhibited no visible fungal growth was considered to be the MIC [8].

3. Results and discussion

The results obtained from the factorial design performed are described in Table 2. The formulations exhibited a
large size variation (182.4 — 5841) and according to Pareto chart (data not shown), all the parameters significantly
influenced (p-value < 0.05) in the DLS results. The pH value was the parameter that most influenced the particle
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size. The particles with micrometric size had a common variable: pH =5.0. Lower pH values favors the protonation
of the —NH, groups of the polymer chain of chitosan in -NHs*, which provides the formation of smaller particles,
in other words, there are more free cationic groups to bind to the phosphates of TPP [5]. Therefore, at pH 5 the
chitosan chain is less protonated and it presents more difficulties in binding to TPP. In addition, the 24 factorial
design also indicated that high concentration of TPP increases the particle size. The “excess” of TPP could link
several particles and a subsequent aggregation phenomenon could occur, resulting in the formation of larger
particle [9].

The opposite behavior was found when we analyze the influence of the CH concentration and CH:TPP volume
ratio on the particles size. By increasing these variables decreases the particle size, in other words, it is necessary
higher concentrations of polymer to obtain small particles. It indicate that the ratio between CH and TPP is critical

and this parameter controls the size distribution of the nanoparticles.

Table 2 Response values of the 24 factorial design.

FCN Variable Responses
pH TPP CH  CH:TPP DLS (nm) #SD  PDI + SD ZP (mV) + SD

01 (H50 HLO HLS (H)e:l 1077 £117.5  0.737+£0.151 15.5+2.70
02 (50 HI1L0O HL5 () 21 787.9+4.525 0.454+0.042 12.3+0.53
03 (H350 HLO ()05 (H)eo:l 1414 +£89.50 0.509+0.028 18.8+1.79
04 (H50 HILO ()05 () 2:1 5841 +896.5 0.119+0.094 11.5+0.38
05 (P50 ()06 (VL5 (H6:l 1404 £27.62  0.785+0.129 13.7+2.57
06 (P50 (906 (HL5 ()21 492.4+11.27 0.512+0.024 14.4+0.84
07 (M50 (06 ()05 (H)eo:l 385.9+12,73 0.402+0.045 18.7+1.78
08 (150 ()06 ()05 () 2:1 431.2+149.3 0.312+0.140 22.1+2.19
09 ()30 HL0 HL5 (He6l 312.4+204.2 0.580+0.016 28.5+1.60
100 (30 HLO (HLS () 21 313.0+5.463 0.306 +0.037 21.4%0.65
I (30 L0 ()05 (Ho:l 182.4+7.637 0.615+0.000 19.9+1.01
12 ()30 (HLO ()05 () 21 229.2+72.70 0.322+0.043 20.4+0.66
13 (30 ()06 (HL5 (Heo:l 821.0+38.54 0.866+0.040 34.0+1.01
14 (530 (06 (HL5 () 2:1 236.2+2.810 0.418+0.007 23.1+0.40
15 ()30 ()06 ()05 (+)6:l 925.0+145.6 0.902+0.087 28.2+0.47
6 (130 (06 ()05 ()21 153.9+32.74 0.586+0.100 16.2+0.70
17 (0040 (0)0.8 (0)1.0 (0)4:1 231.3+0.084 0.502 +0.007 19.5+0.84
18 (0)40 (008 (0)1.0 (0)4:1 263.3+4.809 0.426+0.059 20.3+1.20
19 (0040 (0)0.8 (0)1.0 (0)4:1 267.8+6.270 0.341+0.008 21.5+0.99
20 (0)40 (0)0.8 (0)1.0 (0)4:1 228.9+8.262 0.433+0.026 20.9+1.27

PDI value is used to estimate the average size uniformity of particle solution [4], lower PDI (< 0.1) values
correspond to monodisperse particle samples. According to the results of 2* factorial design, the PDI values was
drastically affected by the CH concentration and CH:TPP volume ratio. When this variables increase, PDI values
also increase. At high CH concentration and CH:TPP volume ratio, the equilibrium between the hydrogen bond
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attractions and the electrostatic repulsions between some particles could be broken, and the system could collapsed
into large micro-objects [9]. The formation of these large nanoparticles can be avoided by decreasing the TPP
concentration. The surface response chart (data not shown) showed that TPP concentration have a higher influence
on the PDI values. When the amount of TPP increases, PDI values decrease significantly (p-value < 0.05).

All FCN are positively charged which was attributed to the positive charge of the protonated CH. For ZP only
CH concentration was not statistically significant (p-value > 0.05). The results also showed that increasing pH and
TPP concentration, decrease ZP values. It is expected because in these cases free CH ammonium groups decrease,
which explain the less cationic charge surface [9]. However, increasing the volume ratio of CH:TPP indirectly
increase CH concentration and also increase de ZP. Nevertheless, in the 24 factorial design only one experiment
presented ZP > +30 mV, but these formulation presented a high average size (821 nm).

Chitosan nanoparticles with surface charge above +30 mV are more stable and it is an important parameter to
determine the nanoparticles antifungal activity. Particle size and ZP are important properties, which may influence
the antifungal activity of nanoparticles. Nanoparticles with different particle size or ZP may have different
mechanisms of inhibition against fungi [4]. Therefore, as it was not possible to obtain compatible results with ZP
and particle size, new factorial design 2% was carried out varying only CH (2 — 2.5 mg/mL) and TPP (0.8 — 1.0
mg/mL) concentrations, and maintaining pH (4) and CH:TPP volume ratio (4:1) to obtain FCN with ZP > +30
mV.

The results obtained from the 22 factorial design performed are described in Table 3. This second factorial design
exhibited smaller size variation than the 2* factorial design. Both CH and TPP concentration significantly
influenced (p-value < 0.05) in the DLS results. By increasing these variables, the size of the FCN also increase.
According to several authors, the particle size increases with the CH concentration because the CH chains approach
each other (a higher CH concentration involving a higher chain number in one particle) [9, 10, 11]. Therefore, CH
concentration was a decisive parameter in the synthesis of chitosan nanoparticles by the ionic gelation technique.
It governs the formation of individualized nanoparticles or large nanoparticles aggregates [9].

CH and TPP concentration also significantly influenced (p-value < 0.05) in the PDI values. In this case, TPP
concentration should be high to obtain FCN with lower average size dispersion, as can be seen in the Table 3.
However, the opposite results were verified for CH factor.

Table 3 Response values of the 22 factorial design

FCN Variable Responses
CH (mg/mL) TPP (mg/mL) DLS (nm)+*SD PDI+SD ZP (mV) £ SD

01 (+)2.5 (-) 0.8 462.2 £1.92 0.550 £ 0.002 25.3+1.30
02 (+)2.5 () 1.0 487.3£2.40 0.491 £0.010 25.6 +0.40
03 (-) 2.0 () 1.0 331.1+£513 0.377 £0.008 34.0+0.83
04 (-) 2.0 (-) 0.8 298.7 £5.25 0.593 £ 0.003 31.0+1.00
05 (0) 2.25 (0)0.9 433.6 +5.05 0.554 £ 0.007 18.7 +£0.70
06 (0) 2.25 (0)0.9 434.1 +£3.45 0.555+0.004 18.4+0.56
07 (0)2.25 (0)0.9 433.5+2.40 0.555 +£0.005 18.5+0.70

Regarding the ZP of nanoparticles, only samples 3 and 4 of the second factorial design presented ZP > +30 mV.
It is possible to observe that these samples had the same chitosan concentration (2 mg/mL). This result is in
accordance with surface response chart (data not shown) which indicate that increasing the CH concentration,
decreases the ZP values. Hence, the best CH concentration to produce FCN with ZP > +30 mV is 2 mg/mL. In
addition, for ZP, TPP concentration was not statistically significant (p-value > 0.05). However, the FCN produced
with TPP in the concentration of 1.0 mg/mL presented a higher ZP and a lower PDI values than the FCN produced
with TPP in the concentration of 0.8 mg/mL

The sample 3 and 4 also presented the smallest particle size, but sample 4 exhibited higher PDI value. So, based
on the results obtained in the first and second factorial design, it was verified that the best condition for obtaining
FCN with high homogeneity in size and ZP > +30 mV was in pH = 4.0 and CH : TPP = 4:1 (defined in the 2*
factorial design), CH = 2.0 mg/mL and TPP = 1.0 mg/mL (defined in the 22 factorial design).

The chosen FCN presented DLS = 331.1 nm, PDI = 0.377, ZP = 34 mV and it was tested against B. cinerea, R.
stolonifer and A. niger. The results of the broth macrodilution technique showed that the FCN exhibited MIC
values of 1.5 mg/mL for R. stolonifer and B. cinerea and 2.5 mg/mL for A. niger. The MIC value of A. niger differ
from the result found by Ing et al. [4], that produced chitosan nanoparticles with 2 mg/mL of low and high
molecular weight chitosan. These authors showed that the chitosan nanoparticles using 2 mg/mL of chitosan, only
presented antifungal activity against A. niger when prepared from high molecular weight chitosan. However,
several authors suggested that chitosan nanoparticles, because of its small size, might be able to diffuse into fungal
cell and hence disrupt the synthesis of DNA and RNA [12]. Therefore, the particle size plays an important role in
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antifungal activity and the conditions of synthesis of these small size nanoparticles was only possible by factorial
design.

Zeta potential has been also suggested as a key factor to antifungal effect of chitosan nanoparticles through
the interaction with negatively charged microbial surface. This in turn alters fungi cell membrane
permeability, which eventually induces leakage of intracellular material [13]. As said before, chitosan
nanoparticles with surface charge above than +30 mV are more stable and it is an important parameter to determine
the nanoparticles antifungal activity. Our FCN presented ZP = 34 mV, so this contributed to the low MIC values.

Nevertheless, previous studies showed that the effectiveness of chitosan did not depend solely on the
chitosan formulation but also on the type of fungus [1, 4, 14]. Based on MIC results, A. niger was the most
resistant phytopathogenic fungus tested. According to Allan and Hadwiger [15], fungi that have chitosan as one
of the components in the cell wall are more resistant to externally chitosan. This fact could therefore explain
the high resistance of A. niger, which contains 10% of chitin in its cell wall.

From these results, the present study shows that the application of an experimental factorial design is
important to determine FCN with desirable size, PDI and ZP values, which modify the antifungal activity of
FCN. The chosen FCN presented DLS = 331.1 nm, PDI = 0.377, ZP = 34 mV and MIC = 1.5 mg/mL for R.
stolonifer and B. cinerea and 2.5 mg/mL for A. niger. Therefore, this shows that the FCN produced can be used
as antifungal agent against fungal disease at field level as a crop protection.
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ABSTRACT

The physicochemical and antifungal stability of fungal chitosan nanoparticles (FCN) was
investigated during 2 months of storage at different temperatures (5, 25 and 40°C). The FCN
were characterized using dynamic light scattering, polydispersity index (PDI), zeta potential
(ZP), turbidity and pH every 2 weeks. Before and after the storage period, the FCN were tested
against B. cinerea, R. stolonifer and A. niger. The toxicity of the FCN was analysed using the
HET-CAM test. The results indicate that after the storage period, the size, PDI, pH and turbidity
values increased, and the ZP decreased more intensely in the particles stored at 40°C. This
temperature proved to be inadequate to maintain the original characteristics of FCN because it
promotes the formation of large aggregates. Before storage, the FCN exhibited a minimum
inhibitory concentration (MIC) of 1.5mg/mL against R. stolonifer and B. cinerea and 2.5mg/mL
against A. niger. After 2 months, the FCN maintained their MIC values for R. stolonifer and B.
cinerea. However, antifungal activity towards A. niger was not detected at any storage
temperature. A. niger contains 10% of chitin in its cell wall, and fungi that have chitosan as one
of the components of their cell wall are more resistant to the FCN. The FCN did not demonstrate
toxicity using the HET-CAM test. From these results, this study shows that the FCN should be
stored at 5 or 25°C to maintain their storage stability, but these different storage temperatures
did not affect the antifungal activity of FCN after 2 months.

Keywords: A. niger, B. cinerea, R. stolonifera, nanomaterials, particle size, biopolymer.
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1. Introduction

The advancements in nanotechnology have markedly extended the application of
nanomaterials in plants due to their size-dependent-qualities, high surface to volume ratio and
unique physicochemical properties. These properties result in some types of nanoparticles being
more effective against microbes at very low doses ( ).

Chitosan is utilized in the fabrication of nanoparticles due to their high permeability,
non-toxicity and cost effectiveness. Chitosan is a polysaccharide present in fungal cell walls or
extracted by the deacetylation of chitin. Fungal chitosan is a promising alternative because it is
not affected by seasonal factors, does not contain the proteins that induce allergic reactions to
crustaceans and can be produced on a large scale with standardization of its physicochemical
characteristics (Ban et al., 2018).

The physicochemical stability of chitosan nanoparticles is highly relevant to their
commercial uses, because it plays an important role in the function of the particles. During
storage, the characteristics of chitosan nanoparticles may be altered (Jonassen et al., 2012).
Therefore, it is important to understand the relationship between the storage conditions and the
physicochemical and antimicrobial stability of the nanoparticles.

To date, there is no report in the literature demonstrating the physicochemical stability
and antifungal activity of fungal chitosan nanoparticle (FCN) during storage at different
temperatures. Therefore, the aim of this study was to evaluate the physicochemical and
antifungal stability of the FCN storage at 5, 25 and 40 °C for a 2-month-period.

2. Materials and methods

2.1 Materials

Fungal chitosan from non-genetically modified Aspergillus niger mycelia
(KiOnutrime®, deacetylation degree of 86 %, molecular weight 4,0 x 10° g/mol) was provided
by the Kitozyme®-Company (Herstal, Belgium). Botrytis cinerea URM 2802, Rhizopus
stolonifer URM 3728 and Aspergillus niger URM 7282 were obtained from the URM Culture

Collection (Center for Biological Sciences, Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil).
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2.2 Preparation of FCN and storage conditions

FCN were prepared using an ionotropic gelation method described by
with modifications. The chitosan (2 mg/mL) was dissolved in 24 mL of acetate buffer solution
(0.174 M) at pH 4 and stirred for 30 min. Six millilitres of tripolyphosphate (TPP) solution (1
mg/mL) was added to the chitosan solution dropwise (0.2 mL/min) using a peristaltic pump
(Atlas Syringe Pump) while being vigorously stirred at room temperature. The final volume of
the chitosan-to-TPP ratio was 4:1. After the TPP addition, the nanoparticles suspension was
stirred for an additional 1 h and stored separately at 5, 25 and 40 °C for 2 months.

2.3 Characterization of the FCN during storage stability

FCN suspensions were characterized without any further purification or alteration using
dynamic light scattering (DLS), polydispersity index (PDI), zeta potential (ZP), turbidity and
pH measurements every two weeks for two months. The first measurement was made in the
same week of the nanoparticle production (the week 0). Triplicate experiments were conducted.

To determine the DLS, ZP and PDI of the particles, 3 mL of FCN dispersion was placed
in polystyrene cuvettes and analysed by a DLS system (Zetasizer Nano ZS90, Malvern
Instruments, UK) using the radiation of incident light with a wavelength of 633 nm to measure
the intensity of the scattered light at an angle of 90° at 25 °C ( ).

The transmittance of the FCN suspensions was measured using a spectrophotometer at
a wavelength (A1) of 500 nm ( . The turbidity (t) of the suspensions was
calculated from the transmittance using the Lambert-Beer law:

1,1
t=-=In+t
LI

where L is the light path length in the sample cell (1 cm), I; is the intensity of the light
transmitted through the sample and I, is the intensity of the light transmitted through the
solvent.

The pH of the FCN suspensions was measured using a digital pH metre
(Model:MICRONAL B474) at 25 °C.

2.4 Antifungal stability of FCN
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Phytopathogenic fungi stock cultures were subcultured in Sabouraud agar at 25-28 °C
for 7 days for sufficient sporulation. The spores were collected in a sterile saline solution (0.85
/100 mL NaCl). The suspension concentration was 10° spores/mL and determined using a
haemocytometer ( ).

The minimum inhibitory concentration (MIC) value of the FCN was determined using
the broth macrodilution technique. Initially, 0.5 mL of phytopathogenic fungi suspension was
separately inoculated into 2 mL of Sabouraud broth (with the concentration adjusted to 5 mL),
and 2.5 mL of the solutions containing different FCN concentration was added. The mixture
was incubated at 25 °C for 7 days, and the lowest FCN concentration that exhibited no visible
fungal growth was the MIC ( ). The antifungal activity was

determined before and after two months of storage at 5, 25 and 40 °C.

2.5 Cytotoxicity hen's egg test using chorioallantoic membrane (HET-CAM)

The HET-CAM tests were performed as described by ( ) to evaluate the
potential for irritation of the FCN. The chorioallantoic membrane was hydrated with sterile
deionised water, and 200 pL of the FCN suspension was applied. The membrane was observed
for 5 min for irritation signs of vasoconstriction, haemorrhage and coagulation. The times (in

seconds) at which each sign began were substituted in Eq. (1):

(301— hemorrhage)5 ., (301—-vasoconstriction)7 . (301—coagulation)9

300 + 300 + 300

The irritation score can be evaluated as follows: 0.0-0.9, no irritation; 1.0-4.9, slight
irritation; 5.0-8.9, moderate irritation; 9.0-21.0, severe irritation. All the assays were repeated

five times.

3. Results and discussion

3.1 Storage stability

All the samples stored at different temperatures demonstrated an increase in size (Fig.

1a) as observed by Rampino et al. (2013). The size evolution during storage is ascribed to many
factors, such as particle aggregation, which provides a more efficient rearrangement. The



159

interaction of the free polymer chains with the particle network leads to a reorganization of the
intermolecular entanglements and swelling, due to the presence of TPP that generates an inflow
of water by osmosis (Lopez-Ledn et al., 2005)

The sample stored at 40 °C had the highest increase in average size due to the formation
of large aggregates. At high temperatures, the hydrogen bonding with water is gradually
disrupted, the hydrophobicity of the polymer is enhanced by the packing of the hydrophobic
segments, leading to progressive chain collapse. In addition, the increase in temperature
decreases the viscosity of the chitosan solution, enhances the Brownian motion of the emerging
particles and increases the frequency of the inter-particle collisions (Jonassen et al., 2012). All
of these phenomena subsequently trigger aggregation.

The PDI value increase also reflects the aggregates formation (Fig. 1b). The sample
stored at 40 °C shows the higher value at the end of period. The same behaviour can be seen in
Fig. e for the pH values. The increases in pH indicate a transition from charged to uncharged
gel and promote the aggregation of FCN. Since the pKa value of the chitosan is close to neutral
pH, particles spontaneously aggregate in slightly basic pH values, and they become completely
uncharged (Lopez-Leon et al., 2005).

Aggregation represents a recurrent problem. Particles agglomerate to reduce the surface
area and, therefore, to reduce the free surface energy. The formation of the FCN agglomerate
could occur at any storage temperature. However, at lower storage temperatures, it is expected
to improve the long-term storage stability of nanoparticles (Tsai et al., 2011), as was observed
in the FCN stored at 5 and 25 °C.

The turbidity of the samples is affected by the particle size, among other factors. The
aggregation will lead to larger particles and therefore, higher turbidity values (Jonassen et al.,
2012). Fig. 1d showed the formation of the aggregates occurred more intensely during the first
2 or 4 weeks of storage, and after that period, the aggregation continues (as seen in the results
of the DLS and PDI), but less intensely, since it is not able to modify the turbidity values.

All the particles exhibited positive ZP during storage (Fig. 1c), which is consistent with
the results of Sullivan et al. (2018) who reported that the mixture of chitosan and TPP
spontaneously formed complexes with an overall positive surface charge. However, the ZP
values decreased during the storage period at all temperatures. A more pronounced reduction
was found in the sample stored at 40 °C with ZP below +30 mV early in the second week.
Nanoparticles with ZP > +30 mV are more stable, which prevents aggregation of the particles
(Ing et al., 2012). The low ZP values of the sample stored at 40 °C reflect the decrease in

repulsive forces between the particles that affect intramolecular and intermolecular interactions.
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This results in the loss of the system’s colloidal stability, and thus, the uncharged nanoparticles
start to aggregate (Lopez-Leon et al., 2005), which can be demonstrated in the DLS graph (Fig.
1c).

In the other samples, the ZP values were lower than +30 mV only after the sixth and
eighth weeks for the samples stored at 25 °C and 5 °C, respectively. These temperatures were
more successful in delaying the decrease of the ZP values and consequently helped to maintain
the particles stability. According to Saharan et al. (2015), particles with a positive surface
charge are more stable and exhibit a higher affinity towards biological membranes in an
aqueous environment and, therefore, more antifungal activity. These differences in zeta
potential values between the samples stored at 5 °C, 25 °C and 40 °C will be reflected in the

antifungal activity of the samples, which will be discussed in the next section.

3.2 Antifungal stability

Before the storage, the FCN exhibited an MIC = 1.5 mg/mL against R. stolonifer and B.
cinerea and 2.5 mg/mL against A. niger. After two months of storage at different temperatures,
the FCN maintained their MIC values for R. stolonifer and B. cinerea. However, no antifungal
activity towards A. niger was detected at any storage temperature.

Particle size and ZP are the important properties that may influence the antifungal
activity of nanoparticles. Particles could enter the cell wall of the microbes through carrier
proteins or an ion channel. Therefore, a smaller particle size will result in a better uptake of
nanoparticles into microbial cells. In addition, the positive ZP improves the interaction between
the nanoparticles and the negatively charged microbial cell surface. This alters the fungal cell
membrane permeability, which induces the leakage of intracellular material ( ).

All the FCN stored for 2 months increased their sizes and decreased their ZP, which
contributes to the loss of antifungal activity against A. niger. This fungus is highly resist to
chitosan, because contains 10 % of chitin in the cell wall. Fungi that presented chitosan in their
cell wall are more resistant to externally chitosan and consequently more resistant to FCN
( ). Therefore, FCN produced to act against A. niger should not be
stored for long periods because the changes in their physicochemical parameters could lead to

agglomerate formation resulting in the loss of antifungal activity.

3.3 HET-CAM assay
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The HET-CAM test showed any changes in the chorioallantoic membrane for the FCN
(Fig. 2). Similar results were found by ( ) who worked with shrimp chitosan.
It is important to conduct toxicological evaluations of nanostructured materials, due to their
size and shape, which often render them able to penetrate tissues and cause cell damage
( ).

There is a relationship between the nanoparticles size and their toxicity (

). According to ( ), smaller-sized-nanoparticles (~100 nm) demonstrated
more than 3-fold greater arterial uptake compared to larger nanoparticles (~275 nm). In our
study, the FCN demonstrated a size > 300 nm and, thus, proved to be nontoxic according to the
HET-CAM test, which allows for its use as an antifungal agent against phytopathogenic fungi
in the food field.

4. Conclusion

The physicochemical parameters of FCN change during storage at all the temperatures
analysed. However, the increase in size and decrease in ZP values occurred more intensely
during particle storage at 40 °C. This temperature promotes the formation of large aggregates
and was inadequate to maintain the FCN original characteristics.

All the FCN demonstrated antifungal activity against the phytopathogenic fungi tested.
Nevertheless, after 2 months of storage at all the temperatures analysed, FCN did not inhibit
the growth of A. niger. In addition, the particles produced in the present study did not
demonstrate toxicity. So, it could be a promising strategy to use in the field level as a crop

protection against phytopathogenic fungi.
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Fig. 1. The average size (a), PDI (b), zeta potential (c), turbidity (d) and pH (e) values of FCN
stored at 5 °C, 25 °C and 40 °C for 2 months. The standard deviations are equal to or smaller

than the size of the symbols.

480 - 50—
T = (B)
440+ e - /,/ —
] P
-
420 - _ - R
_ | o - 045 -~ ——a— "
E 400 e . e
c = . -
= i 5 - il
4 e
g 330 . e o —
1 = 4 —
380 | oet *
340
320 T T T 0,35 T T T
0 4 ] 8 0 4 8
Time (week) Time {week)
- 074
) e, (D)
2] A ~ T 058
< 4 — T— —
E 30 T — u k
= 4 ~a -— . E 05 = . .
= =2
:E 25—_ . = B
5 24 2 04
& f A £
@ 24 - [
7] R i 0.2
Mo —d
20 T T T T 02 T T
0 2 4 ] g ] 2 4 g
Time (week) Time {week)
46
1(E) A
45 e
e _
44 /——— 0s5°C
] P
& L] ‘/" -
= o
o 25°C
42 — —
-
~
0,
Ll , 40°C
0 ] 8

4
Time (week)



164

Fig. 2. Chorioallantoic membrane image taken from the top of the egg after deposition of
FCN (A) and optical microscopy of the vessels of this same egg with increase of 40X (B).
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Abstract

This study compared, for the first time, the postharvest conservative action of fungal chitosan edible
coatings (gel, nanoparticles and gel-nanoparticle) on the physico-chemical, sensorial and
microbiological characteristics of strawberries. The nanoparticles were prepared by ionic gelation
method and characterized by dynamic light scattering and scanning electron microscopy. The
antioxidant (DPPH* and ABTS*) activity of the edible coatings and the antimicrobial (macrodilution

method) action against phytopathogenic fungi were verified. The nanoparticles had a size =331.1 nm
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and a zeta potential = + 34 mV. The gel, nanoparticles and gel+nanoparticles exhibited MIC values
ranging from 4 to 5, 1.5 to 2.5 and 1.0 + 0.5 to 2.0 + 1.5 g.L?, respectively. All the edible coatings
exhibited antifungal action. All the coatings presented a high scavenging activity, especially the gel
edible coating. The coatings, especially the gel+nanoparticles, decreased the weight loss,
microbiological growth, soluble solids, maturity index and moisture loss of the strawberry and
preserved the pH values, anthocyanin content, titratable acidity and sensory characteristics.
Therefore, the use of chitosan edible coating containing nanoparticles can be a promising strategy to

improve the post-harvest quality of strawberries.

Keywords: Antifungal activity; Antioxidant activity; Biopolymer; Nanotechnology; Shelf-life.

Short title: Strawberries coated with fungal chitosan (gel, nanoparticles, gel + nanoparticles)

1. Introduction

Strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) is a non-climateric fruit cultivated worldwide and
characterized by an attractive taste, flavor and important nutritional compounds. However, due to its
high respiration rate, excessive soft texture, water loss and microbiological decay, strawberries are
considered highly perishable fruit (postharvest life appox. 3-4 d at 20 °C) (Shahbazi, 2018). So, various
technologies have been developed for strawberry preservation in accordance with the principles of
green chemistry (Dhital et al., 2017; Oregel-Zamudio et al., 2017).

The application of edible coating has been considered as an alternative method to prevent fruit
postharvest decay and to extend the storage life, while retaining the overall quality of different fresh
commodities (Yousuf et al., 2018). Different biological materials have been used to prepare packaging
materials, especially chitosan. This polymer is traditionally obtained from crustacean shells. However,
fungi biomass is a promising eco-friendly alternative for obtaining chitosan because it is not affected
by seasonal factors can be produced on a large scale, without changing the physicochemical
characteristics of the polymer and does not contain any of the proteins that induce allergic reactions
to crustaceans (Berger et al., 2018).

Chitosan has received much interest for its application in food preservation because of its excellent
film-forming ability, antimicrobial and antioxidant activities, biocompatibility, biodegradability and
non-toxicity (Muzzarelli et al., 2012). Nevertheless, it is believed that the characteristics of edible

coatings can be improved by incorporating nanostructures into the polymer matrix (Pilon et al., 2015).
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According to Eshghi et al. (2014), nanotechnology could facilitate the development of novel packaging
materials and non-polluting, cheaper, and more efficient packaging techniques.

Unique physicochemical characteristics are consequences of reduction in particle size and increasing
the surface to particle size ratio in nanoparticles. The chitosan edible composite coatings, due to the
interaction between nanoparticles and chitosan gel, are supposed to show enhanced antimicrobial
activity and barrier properties to the internal gas atmosphere of the fruit, which reflects a better
maintenance of the physicochemical and microbiological characteristics of fresh strawberry (Eshghi et
al., 2014).

However, until now, any research has demonstrated that the use of chitosan nanoparticle alone in the
edible coating is actually a better fruit preservative than the use of chitosan gel edible coating or
coating composed with gel enriched with chitosan nanoparticles. Therefore, the aim of this research
was to compare, for the first time, the preservative action of three different fungal chitosan edible
coatings (gel, nanoparticles and gel enriched with nanoparticles) on the quality of postharvest

strawberries during storage time.

2. Materials and Methods

2.1 Materials

Strawberries were purchased from Supplies and Service Company of Pernambuco (Recife, Brazil) and
selected according to size and colour; they showed no signs of deterioration or mechanical damage.
The chitosan (KiOnutrime®) were provided by Kitozyme® Company (Herstal, Belgium) and it is a fungal
chitosan (deacetylation degree of 86 %, molecular weight of 4 x 10° Da), extracted from Aspergillus

niger mycelium. The other substances used were obtained from commercial sources.

2.2 Preparation and characterization of chitosan nanoparticles

The fungal chitosan nanoparticles (FCN) were prepared by ionic gelation method with some
modifications (Calvo et al., 1997). The chitosan (CS) solution, with concentration of 2 g.L, was
prepared by dissolving the polymer in 24 mL of pH 4 solution (1 % acetic acid + 1 % NaOH) and stirred
for 30 min. The sodium polyphosphate (TPP) solution was dissolved in deionized water at
concentration of 1 g.L'™%. Then, 6 mL of TPP solution was gradually dropped (0,2 mL/min) into 24 mL of
chitosan solution using a peristaltic pump (Atlas Syringe Pump) under vigorous magnetic stirring at
room temperature. The final ratio of CS:TPP was 4:1. Once the dropwise addition was completed, the

nanoparticle suspension was stirred for an additional 1 h.
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The morphology and particles size of the FCN were characterized by scanning electron microscopy
(SEM) (SEM Quanta 200 FEl). The freeze-dried nanoparticles were mounted on specimen stub (with
carbon ribbon and silver ink) (Taab, Berkshire, UK). The sample was coated with a 10 nm thick gold film
using a sputter coater. The nanoparticles morphology was analysed using an electron acceleration
voltage of 20 kV. The zeta potential of the nanoparticles was measured using a Malvern Zetasizer
(model Nano ZS90, Malvern, UK). The analysis was performed at a scattering angle of 90° at 25 °C in
633 nm.

The size of the FCN was analyzed by Dynamic Light Scattering system (Zetasizer Nano ZS90, Malvern
Instruments, UK) (633 nm, 90°, 25 °C) (Tsai et al., 2011).

2.3 Determination of the antifungal activity

The three forms of fungal chitosan (nanoparticles, gel and gel enriched with nanoparticles) were used
in the broth macrodilution technique to determine the minimum inhibitory concentration (MIC)
against strawberries phytopathogenic fungi (Botrytis cinerea URM 2802, Rhizopus stolonifer URM 3728
and Aspergillus niger URM 7282). For this assay, phytopathogenic fungi stock cultures were
subcultured in Sabouraud agar at 28 °C for 7 days to allow sufficient sporulation. The fungal spores
were collected in a sterile saline solution (0.85 g /100 mL NacCl) in fungal growth medium, and the
suspension was filtered through a sterile triple-gauze layer to retain hyphal fragments. The number of
spores present in the suspension was determined with a hemocytometer. The spore concentration
obtained was adjusted with sterile saline solution to provide a fungal inoculum of approximately 10°
spores/mL (Vasconcelos de Oliveira et al., 2014a).

The broth macrodilution technique was performed in triplicate. Initially, 0.5 mL of a suspension of the
phytopathogenic fungi was inoculated, separately, into 2 mL of Sabouraud broth (with the
concentration adjusted to 5 mL), and 2.5 mL of the solutions containing different concentrations of
test substances were added. The mixture was incubated at 25 °C for 7 days, and at the end of the
incubation period, the lowest concentration of test substances that exhibited no visible fungal growth
was considered to be the MIC (Sharma and Triphati, 2008). This assay was performed separately for
each test substances and fungi strains.

For this assay, the freeze-dried FCN and the CS were diluted in a solution of 1 % acetic acid and pH was
adjusted to 5.8 with 1 % NaOH. The solution of 1 % acetic acid with pH adjusted to 5.8 was tested,

separately, as a control and exhibited no inhibitory effects against the phytopathogenic fungi.

2.4 Comparative antioxidant activity
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The antioxidant activity of the fungal CS gel, FCN and CS gel enriched with FCN was evaluated using
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) free radical scavenging assay and ABTS (2,2’-azino-bis-3-

ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) assay.

2.4.1 DPPH radical scavenging ability

The comparative scavenging effect of test substances on DPPH radicals was measured according to the
method described by Chen et al. (2015). 2.5 mL of the test substances solution at different
concentrations (MIC/2, MIC and 2xMIC) were added into 2.5 mL of freshly prepared DPPH solution in
ethanol (50 g.L'). The mixture was shaken thoroughly with vortex mixer and incubated for 30 min at
33 °C. Then, the absorbance was measured at 517 nm using a UV-vis spectrophotometer (Agilent, USA).

The percentage of DPPH radical scavenged was calculated as follows:

DPPH radical scavenging ability (%) = [1 — (Aa — Ab / Ac)] x 100

where Aa = absorbance of the sample mixed with DPPH solution, Ab = absorbance of the sample

without DPPH solution and Ac = absorbance of blank control without sample.

2.4.2 ABTS radical scavenging ability

The analysis of ABTS scavenging activity was determined according to the method described by
Laurrauri et al. (1997). In this method, ABTS was prepared by mixing 5 mL of ABTS solution (7.9 mM)
with 88 L of potassium persulfate (K,S,0g) solution (140 mM). This mixture was allowed to stand for
16 h at room temperature in the dark until reaching a stable oxidative. Then, 1 mL of ABTS solution
was diluted in ethanol to given an absorbance of 0.700 + 0.05 nm at 73 nm. In a dark place, 3 mL of
ABTS solution was added to 30 pL of test substances at different concentrations (MIC/2, MIC and
2xMIC). After 6 min, the absorbance was taken at 734 nm using the spectrophotometer (Agilent, USA).

The scavenging capability of test substances was calculated using following equation:

ABTS radical scavenging ability (%) = [1 — (Aa—Ab / Ac)] x 100

where Ac=absorbance of a control (blank) lacking any radical scavenger and Aa=absorbance of the

remaining ABTS in the presence of scavenger, Ab=absorbance of the sample without ABTS.

2.5 Preparation and application of edible coatings in strawberries
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The strawberries were immersed in sodium hypochlorite (1 %) for 15 min, washed with potable water
and left to dry (2 h). Then, the strawberries were immersed (1 min) in the coating solutions and left to
dry (30 min) on a nylon filter to drain the excess liquid (Vasconcelos de Oliveira et al., 2014a).

The strawberries were divided into five groups. One group was the negative control (without edible
coating), the other group was the positive control (fruit coated with glycerol — 2.5 mL / 100 mL) and
the other three groups were coated with CS gel, FCN and CS gel enriched with FCN.

For the formation of the different fungal chitosan edible coatings, we used the highest MIC value
determined for the strawberries phytopathogenic fungi. The pure chitosan or lyophilized nanoparticles
were diluted in 1 % acetic acid and the pH was adjusted to 5.8 (Vasconcelos de Oliveira et al., 2014a).
Each treatment included 40 strawberries that were stored for 6 days at room temperature (2512 °C)
and 12 days at cold temperature (1042 °C) (Shahbazi, 2018). These temperatures were chosen based
on the methodologies used by Santos et al. (2012), Gol et al. (2013), Vasconcelos de Oliveira et al.
(2014a), Vasconcelos de Oliveira et al. (2014b), Guerra et al. (2015), Castelo Branco Melo et al. (2018).

2.6 Physicochemical analysis on strawberries

The strawberries were evaluated every 3 days for general quality parameters such as moisture content,
total soluble solids (TSS), titratable acidity (TA), maturity index (Ml), pH and anthocyanin content. The
day of the application of the edible coatings was considered the time zero (day zero) in the storage
period.

The total soluble solids content was determined with a refractometer (Model AUS JENA, Germany),
and the results were expressed as % TSS (AOAC, 932.12). The AT was determined by titrating with 0.1
mol.L'X NaOH to pH 8.2, and the results were expressed as a percentage of citric acid (AOAC 920.149).
The MI was calculated as the quotient of soluble solids and acidity. The pH of the fruit samples was
assessed using a digital pHmetre (Model: Micronal B474) according to the standard method described
in AOAC(2012) (AOAC981.12). The moisture content was determined by dehydration of the fruit (70 °C
/ 24 h) until the dry weight was obtained, and the results are expressed in percentage (AOAC 934.06).
The anthocyanin content was estimated by the method described by Lees and Francis (1972). The

results are expressed in g.L™.

2.7 Weight loss percentage
The weight loss was considered the difference between the initial and final weight of coated and
uncoated strawberries. The results were expressed as the percentage loss from the initial weight,

according to the method described by Gol et al. (2013).
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2.8 Decay rate of strawberries
The strawberries were examined for any microorganism infection during storage. The decay
percentage of coated and uncoated fruit was calculated as the number of decayed fruit divided by the

initial number of all strawberries multiplied by 100 (Castelo Branco Melo et al., 2018).

2.9 Sensory evaluation

The sensory analyses were performed after approval by an Ethics Research Committee - Certificate
Number: 58937016.3.0000.5208. Uncoated and coated strawberries at the same concentration used
in the physicochemical analysis, were stored at cold temperature. Sensory attributes of the
strawberries were analysed 3 days after the coating application in a standardized testing room in the
sensory laboratory of the Department of Nutrition located in Federal University of Pernambuco
(Brazil).

Each sample was presented simultaneously in dishes coded with 3-digit random numbers to each
panellist evaluation three days after the coating application. The panellists were asked to drink water
and eat a salty biscuit between samples. In the preference test, the tasters were asked to choose the
most and least appreciated samples based on their overall evaluation. The intent to purchase was
assessed on a five-point structure hedonic scale ranging from one (certainly would not by) to five
(certainly would buy). For the acceptability test, a nine-point structure hedonic scale was used, ranging

from one (dislike very much) to nine (like very much) (Castelo Branco Melo et al., 2018).

2.10 Statistical analysis
All data were analysed by analysis of variance (ANOVA) using Origin 8.0 software. ANOVA was followed
by post hoc Tukey’s test. This test was performed to determine differences (p < 0.05) between the

obtained results.

3. Results and discussion

3.1 Characterization of FCN

The Figure 1 shows that FCN presented 331.1 nm £ 7.21. Based on previous studies, this particle size
contributes to the performance of FCN as antifungal agent. It can be seen in the research of Saharan
et al. (2015) and Xing et al. (2016), which produced particles with an average size of 374.3 nm and
296.96 nm, respectively, to use as antimicrobial agent against phytopathogenic fungi. According to

Mubarakali et al. (2018), chitosan nanoparticles present antifungal activity due to their large surface
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area. It allows their fixation in a large number of fungi, which contributes to their use as an edible
coating.

FCN also presented a narrow size distribution with 0.377 polydispersity index. Generally, the use of
low molecular weight chitosan produce small and uniform nanoparticles (Paomephan et al., 2018), as
can be seen in our FCN. According to Saharan et al. (2015), this size uniformity also contributes to the
antifungal activity of chitosan nanoparticles. Therefore, the particles produced in the present research
exhibited an average size which contributes to its antifungal activity and consequently to the ability of
these particles to preserve the quality of postharvest fruit as edible coating. Furthermore, the FCN
produced, according to Severino et al. (2012), will not be absorbed by the human intestinal epithelium
when people eat a fruit with an edible coating containing FCN. These authors reported that particles >
300 nm are not absorbed by the human intestinal epithelium.

The morphological characterization of FCN by the SEM confirmed the uniform spherical shape of the
particles (Fig. 1). However, SEM analysis shows the formation of aggregates between the particles. Fan
et al. (2012) reported that theses aggregates formation is caused by the hydrogen bonds between the
particles formed during the drying process of the sample for SEM analysis.

The FCN observed by SEM exhibited a smaller size than the size of FCN analyzed by dynamic light
scattering. It could be occurred because the DLS technique observe the state of the sample in the
presence of solvent associated with the particles, while SEM gives the size of the particles in dry form
(Kiilll et al., 2017).

The zeta potential of FCN was + 34 mV, which means that these nanoparticles could be stable for a
long time. This is in agreement with the results of Sullivan et al. (2018) who reported that when
chitosan and TPP were mixed with each other, they spontaneously formed complexes with an overall
positive surface charge. According to Ing et al. (2012), nanoparticles with a surface charge greater than
+ 30 mV are more stable. Furthermore, Saharan et al. (2015) reported that particles with a positive
surface charge exhibit a higher affinity towards biological membranes in an aqueous environment and,
therefore, more antifungal activity.

3.2 Determination of the antifungal activity

The MIC results are shown in table 1. These results are in agreement with Verlee et al. (2017)
preconized, that the MIC values of chitosan against fungi ranges from 0.01 gL to 7.75 g.L.
Furthermore, the MIC values found in our research are lower than the values found by Santos et al.
(2012) and Guerra et al. (2015) when they analysed the MIC values of chitosan from shrimp against A.
niger, B. cinerea and R. stolonifer.

However, the different MIC values found in our research could not be related to microbiological origin
of the chitosan used here. Vasconcelos de Oliveira et al. (2014a) and Vasconcelos de Oliveira (2014b)

also used fungal chitosan against phytopathogenic fungi and found MIC = 15 g.L* for B. cinerea and
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MIC = 7.5 g.L'* for A. niger and R. stolonifer. It suggested that the difference between the chitosan MIC
values against the same species of fungi could be related to the physicochemical characteristics of the
polymer, such as the degree of deacetylation and molecular weight (Verlee et al., 2017).

According to Badawy and Rabea (2009), chitosan with low molecular weight presented a better
antifungal activity. It occurs due to the ability of this polymer to penetrate in the fungal cell wall. This
suggests that the main target of action of the chitosan with low molecular weight is the plasma
membrane of the fungi (Yoonkyung et al., 2008). The fungal chitosan used in the present research has
a low molecular weight, which could be contributed to the high antifungal activity and low MIC values.
In addition, Kong et al. (2010) reported that the chitosan presents a polycationic structure due to the
presence of amino groups in the polymer chain. These groups provide to the polymer a high density of
positive charges that could be measured by the degree of deacetylation. Therefore, a chitosan with a
high degree of deacetylation exhibited a better electrostatic interaction with the fungal cell wall. In
general, the antifungal activity increases when the degree of deacetylation is higher and the molecular
weight is lower (Verlee et al., 2017).

Despite the discrepancies between the physicochemical characteristics of chitosan, it is known that
chitosan can affect the fungal cell membrane via electrostatic interactions with the negatively charged
phospholipids. Once the cell membrane is disrupted, chitosan is capable of entering the cell. This could
lead to inhibition of DNA/RNA synthesis and disruption of protein synthesis (Ma et al., 2017).

FCN improved the antifungal activity when compared to CS gel. According to Kheiri et al. (2016),
chitosan nanoparticles exhibit higher antifungal activity than CS gel on account of the special
characteristics (size and surface charge) of these particles. The negatively charged surface of the fungal
cell is the target site of the polycation. Therefore, the polycationic FCN with higher surface charge
density interact with the fungus to a greater degree than CS itself (Kheiri et al., 2016). Because of the
larger surface area of the nanoparticles, FCN could be tightly adsorbed onto the surface of the fungal
cells so as to disrupt the membrane, which would lead to the leakage of cellular contents, thus killing
the fungal cells (Garcia Rincon et al., 2010). Chitosan nanoparticles penetrate into fungal cells and
tightly bind nucleic acids via electrostatic interaction between cationic FCN and anionic DNA. This
suggest that they may cause a variety of damages and selective inhibitions such as inactivation the
synthesis of essential MRNA encoded by various genes required forimportant metabolic and infectious
processes of the microorganism (Ing et al., 2012).

The MICvalues for A. niger were higher than the values found for the other fungi for all test substances.
Ing et al. (2012) found similar result. This fungus, in particular, was found to be highly resist to chitosan,
because A. niger contains 10 % of chitin in the cell wall, and fungi that have chitosan as one of their
cell wall components are more resistant to externally amended chitosan and consequently more

resistant to chitosan nanoparticles (Allan & Hadwiger, 1979).



174

When the CS gel was enriched with FCN an improvement was observed in the antifungal activity. The
mixture of the gel with FCN presented the best inhibitory effect against the strawberries
phytopathogenic fungi. It suggests that when the gel and nanoparticles are together, they improved
their individual antifungal activity. According to Lee et al. (2010), when chitosan nanoparticles are well-
dispersed in the solution they are more efficiently transported to the cell wall, which causes disorders

and leads to increased antimicrobial activity.

3.3 Antioxidant activity

As is shown in Figure 2a, the test substances showed strong activity to scavenge the DPPH free radicals
in a dose-dependent manner. Similar results were found by Chen et al. (2015) e MubarakAli et al.
(2018). The same behavior was found in the ABTS assay (Fig. 2b). DPPH radicals are less reactive than
ABTS radicals; unlike the reactions with DPPH radicals, which involve H-atom transfer, the reactions
with ABTS radicals involve an electron-transfer process (Chen et al., 2015).

In DPPH assay, any test substance in the concentration of MIC/2 showed scavenging effect. The
scavenging effect occurred only when the test substances were used in the MIC and 2MIC
concentrations. However, at a low concentration (CIM/2), the scavenging ability of the test substances
on ABTS is stronger than this ability on DPPH radicals.

The scavenging ability of CS gel on DPPH and ABTS was stronger than FCN and CS gel enriched with
FCN. It may be due to the presence of the amino groups in the CS chain (Siripatrawan & Harter, 2010).
According to Yen et al. (2008), the scavenging mechanism of chitosan is related to the fact that free
radical can react with the residual free amino (NH;) groups to form a stable macromolecule radicals,
and the NH, can form ammonium (NHs*) groups by absorbing a hydrogen ion from the solution.
Therefore, chitosan with higher degree of deacetylation will probably exhibit a strong antioxidant
activity.

The FCN presented the lowest antioxidant activity for both test. This could be due to the lower number
of free amino groups present in the nanoparticles. During the ionic gelation method, the process of
the nanoparticles synthesis, the amino groups of the chitosan chain bind to TPP to form the FCN
(Bugnicourt et al., 2014). Therefore, the fungal chitosan nanoparticles have less free NH; group than
CS gel. It contributed to the lower FCN antioxidant activity, because these free amino groups are the
responsible to bind to free radicals.

It is important to note that the MIC concentrations of FCN (2.5 g.L%) is a half part of MIC concentration
of CS gel (5 g.LY). It suggests that the FCN had a lower antioxidant activity than the CS gel not only due
to the smaller amount of free amino groups, but also to its lower MIC value that it was used in the

DPPH and ABTS assay.
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However, when FCN was dispersed in the CS gel an improvement in their scavenging ability occurs. It
could be seen in the ABTS assay when the CS gel and CS gel enriched with FCN was tested in 2MIC
concentration. These substances exhibited similar scavenging effect at this concentration (p > 0.05).
This result suggests that when CS gel was mixed with FCN increase not only their antifungal activity,

but also improve the antioxidant activity of this mixture.

3.4 Effects on physicochemical characteristics of strawberries

The physicochemical changes in uncoated and coated strawberries were evaluated throughout storage
at room temperature and under refrigeration during 6 and 12 days, respectively (Tables 2 and 3).
According to Oregel-Zamudio et al. (2017), the soluble solids content during the ripening of
strawberries should range from 4.6 % to 11.9 %. In the present research, all fruit samples presented
soluble solids content in the range recommended. However, at the end of the storage period at both
temperatures, the control sample exhibited significantly higher soluble solids content (p < 0.05) than
the chitosan-based edible coatings. This result suggests that the control fruit continued with its active
metabolism, which contribute to the conversion of the starch to acid and sugar, increasing the soluble
solids content (Cao et al., 2015).

Coated strawberries presented lower values of soluble solids at the end of storage because chitosan
modifies the internal atmosphere of the fruit, reducing the O, and increasing CO,. It could be reduces
the respiration rate and the metabolic activity of the fruit, which also reduces the conversion of sugars
into CO, and water (Gasemnezhad et al., 2011). There was no significant difference (p > 0.05) in the
soluble solids content of the samples coated with chitosan-based edible coatings. Therefore, this result
suggests that the capacity of chitosan to maintain the soluble solids content of strawberries is
independent of the form of the polymer was applied (gel or nanoparticles).

The titratable acidity values of the strawberries with and without edible coatings were maintained
during the storage period at room temperature. According to Gol et al. (2013), the titratable acidity is
directly related to the amount of organic acids present in the fruit and in the strawberry the main acids
are citric and malic. A reduction in the fruit acidity could occur due to changes in fruit metabolism or
the use of organic acids in the respiratory process (Hajji et al., 2018). The edible coatings reduce the
fruit respiration rate that delay the use of organic acids which maintains titratable acid values during
storage (Yaman & Bayoindirli, 2002).

The strawberries stored at cold temperature also maintained titratable acidity values in relation to day
0. However, on day 12, the strawberries coated with the gel+FCN differed significantly (p < 0.05) from
the control sample and presented the lowest titratable acidity value. It could be related to the low
values of titratable acidity that this strawberry sample already had since the beginning of the analysis.

In this case, the edible coating only maintained these values, which shows that the gel+FCN is able to
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retard the metabolism of the fruit, consequently decreases the consumption of the organic acids,
maintaining the titratable acidity.

The strawberries with the edible coatings and stored at room temperature decreased their maturation
index from the third day of storage. In addition, in the same temperature, the coated samples differed
significantly (p < 0.05) at the end of the storage period when compared to the control sample.

The increase in maturity index during storage is associated with the progression of the fruit ripening
process (Perdones et al., 2012). The low values of the maturity index in the coated samples show the
capacity of the chitosan based edible coatings to delay the metabolic activity of the strawberries.
However, at cold storage, in the end of the storage period, the maturity index of the strawberries with
and without coatings did not differ significantly (p > 0.05). According to Valenzuela et al. (2015), this
increase in the maturity index during the final storage period is a result of the fruit senescence process.
Strawberries coated with FCN and gel + FCN keep the maturity index constant, which reflect the delay
of fruit senescence. Otherwise, strawberries coated with glycerol and CS gel showed an increase in
their maturation index.

The anthocyanin content can also reflect the delay of fruit senescence. At the end of storage, all
samples showed a decrease (p < 0.05) in the anthocyanin content. However, on the last day of storage,
at room temperature the control sample had the highest anthocyanin content (p < 0.05). The edible
coatings form a barrier between the fruit and the environment, which modifies the concentrations of
CO; and O; in the fruit affecting the synthesis and degradation of anthocyanin. The greatest
accumulation of anthocyanin in the control sample may be related to its advanced maturation, which
includes the synthesis of this pigment from glucose (Meng et al., 2008).

However, anthocyanin, the pigment responsible for the red color of strawberries, reflects on the
sensory quality and health benefits of this fruit (Van de Velde et al., 2013). Therefore, low values of
this pigment can affect the sensorial acceptability of the fruit. At cold temperature, the strawberries
coated with gel+FCN maintained their anthocyanin content (first and last day of storage) and indirectly
the fruit sensorial quality.

Furthermore, there was a decrease of the samples pH. According to Famiani et al. (2015), in the pulp
of many fruit occurs an increase of organic acids during fruit maturation. It has been shown that the
main organic acid accumulated in ripe strawberries is citric acid (Famiani et al., 2005), which may be
involved in the decrease of the pH observed in the samples analyzed.

The strawberries coated with FCN and gel+FCN and stored at room temperature and at cold
temperature, respectively, were the only ones that did not present significant difference (p > 0.05) in
the pH values during all evaluated days, suggesting a delay in the senescence of these samples. It is
important to note that only the coatings that had chitosan nanoparticles in their composition (alone

or mixed with the gel) were able to maintain pH values and delay the senescence of fruits. Therefore,
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when chitosan is in nanoparticle form, it is possible that it potentiates its protective effects
contributing to the conservation of the physical-chemical parameters of the fruits (Castelo Branco
Melo et al., 2018).

The percentage of strawberries moisture showed that, at the end of the storage period, at room
temperature, the moisture content of the samples did not differ significantly (p > 0.05). The same
behavior was found in the fruit stored at cold temperature. The only exception was the strawberries
coated with gel+FCN, which presented on the 12" the highest moisture content that differed
significantly (p < 0.05) from all samples. Therefore, the storage temperature did not influence in the
moisture percentage of the strawberries. Castelo Branco Melo et al. (2018) suggests that the longer
storage time of the fruits at refrigeration temperature (12 day) in relation to fruits stored at room
temperature (6 days) may also favor an advance in fruit metabolism which contributed to a higher loss
of moisture.

The gel + FCN coating applied to strawberries stored in refrigeration shows that the association of
these two forms of chitosan can significantly improve the barrier properties of an edible coating.
According to Amarante et al. (2001), gas exchanges between the fruit and the environment occur
through open pores and the high permeability of the skin fruit. The chitosan coatings act as a barrier
between the fruit and the environment, thus avoiding the loss of moisture (Guerreiro et al., 2015).
When we associate this type of coating with nanoparticles, we created a double blocking effect - the
barrier formed by the CS gel and FCN block the pores present in the strawberries (Castelo Branco Melo
et al., 2018).

In addition, it is important to note that the concentration of the gel and the nanoparticles (2 g.L'* + 1
g.LY) in the coating made by the mixture is much lower than the concentration used in the coating
made only with the CS gel (5 g.L) and only with FCN (2.5 g.L%). It shows that the two forms of chitosan

present a potentiation of their barrier properties when together, even in low concentrations.

3.5 Weight loss

The samples stored at room temperature presented high weight loss and there was not statistically
significant difference (p > 0.05) between the results of these samples (Fig. 3a). According to Garcia et
al. (1998), the maximum commercially acceptable limit for strawberries weight loss is 6 %. In our
research, all samples stored at room temperature exhibited weight loss percentages higher than the
acceptable limit. Any edible coating was able to prevent significant weight loss at room temperature.
This could be occurred due to the storage temperature, since the cold temperature decreased about
15 times the weight loss of the strawberries when compared to the room temperature. Ventura-
Aguilar etal. (2018) also found a similar decrease when applied chitosan coatings and cinnamon extract

on strawberries storage at cold temperature.
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Fruit weight loss is associated with the fruit respiration and evaporation process. Therefore, at high
temperatures, there is an increase in the respiratory rate of the fruit, associated with a loss of moisture
and weight (Ali et al., 2015). So, the weight loss was more intense in samples stored at room
temperature than at cold temperature. Similar result was found by Castelo Branco Melo et al. (2018),

which used CS gel enriched with FCN edible coatings to preserve table grapes.

According to Khalifa et al. (2016), chitosan is able to decrease weight loss in fruit due to its filmogenic
property. This polymer acts as a barrier to water vapor and the gas exchanges between the fruit and
the external environment. At cold temperature, the strawberries coated with CS gel did not present
statistically significant difference (p > 0.05) when it was compared to the fruit coated with FCN or CS
gel enriched with FCN. Kaewklin et al. (2018), analyzed the weight loss of tomatoes coated with CS film
and chitosan-titanium dioxide nanocomposite film and also reported that there was not statistically
significant difference (p > 0.05) in the weight loss between the tomatoes coated with the CS

nanocomposite and CS alone.

Therefore, the prevention of weight loss is more related to the formation of the external barrier
produced by the edible coating than the form of the polymer present in this coating. However, all
strawberries with the edible coatings produced in the present research and stored at cold temperature

presented commercially acceptable weight loss according to the limit defined by Garcia et al. (1998).

3.6 Decay rate

The lowest percentage of decay was found in strawberries coated with FCN alone or FCN associated
with CS gel (Fig. 3b). These strawberries samples differed statistically (p < 0.05) from the control
samples at both temperature. Otherwise, the fruit coated with CS gel did not statistically differ (p >
0.05) from the control fruit at any temperature analyzed. It suggests that there is an improvement in

the conservative action of chitosan when this polymer is in the nanoparticle form.

According to Hajji et al. (2018), chitosan plays a dual function by interfering directly in the fungal
growth through the hydrolysis of chitin (important cellular component of the fungus) and activating
many biological processes in plant tissues. Furthermore, the antimicrobial activity of this polymer is
related to its ability to induce severe cellular damages to the molds and to interfere in the

polygalacturonases secretion of fruit (Velickova et al., 2013).

The edible coating itself is another factor that contributes to a lower percentage of visible infection in
fruits, since it acts as a barrier that prevents the contact of the strawberry with external
microorganisms (Hajji et al., 2018). The edible coatings also act retarding the senescence of fruits and

the resistance to fungal infections can be improved by the senescence delay (Neeta et al., 2013)
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A significant decrease (p < 0.05) in the decay rate was observed when FCN coating was applied to the
strawberries stored at cold temperature in relation to strawberries with this same type of coating, but
stored at room temperature (Fig. 4). Similar to the results found in the present research, Castelo
Branco Melo et al. (2018) also observed that at cold temperature the conservative action of the
chitosan nanoparticles edible coating was improved. Low temperature storage slows the physiological
processes in fruit and pathogens have weaker pathogenicity, and this reduces the incidence of decay
compared to fruit stored at room temperature, which decay rapidly (Meng et al., 2008). Therefore, the
present research confirms the idea that the use of chitosan in nanoparticle format enhances its
conservative action on fruits, especially on strawberries. This action could be more effective when the

fruit is stored at low temperatures.

3.7 Sensory evaluation

Changes in sensory attributes are presented in Table 4. Uncoated fruit received the highest scores for
all analyzed attributes when compared to coated fruit. However, there were no significant differences
(p > 0.05) between the control, CS gel and FCN samples in relation to the strawberries colour, taste,
flavor, firmness and overall evaluation. It could be suggested that the form of the chitosan polymer
(gel or nanoparticles) did not influence in the sensory quality of the strawberries. According to Vargas
et al. (2006), chitosan could show astringent taste due to its dissolution in an acidic medium, but this
was not observed in the strawberries coated with CS gel and FCN, since the sensory analysis was
performed on the third day of storage. This result is in agreement with the results reported by

Velickova et al. (2013) and Castelo Branco et al. (2018).

Itisimportant to note that the edible coating made by the mixture of CS gel and FCN differs significantly
(p < 0.05) from the control group for all analyzed attributes, except for the firmness. As previous
reported in the present research, the gel+FCN coating applied to strawberries stored in refrigeration
shows that the association of these two forms of chitosan (gel and nanoparticles) can significantly
improve the barrier properties of an edible coating. The strawberries coated with gel+FCN keep the
maturity index and pH constant and presented the highest humidity percentage. The application of
this type of coating could be delayed the ripening process, which contributed to the lower acceptance

of this sample.

When asked to reported about the intent to purchase, the panelists reported differences between
uncoated and coated fruit. The control strawberries did not presented significant differences (p > 0.05)

in relation to fruit coated with FCN. These samples exhibited scores around four (control: 4.34 + 1.03
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and FCN: 4.09 + 1.10) and were the most accepted, followed by CS gel (3.84 + 1.10), which not differ
(p >0.05) from FCN.

No difference (p > 0.05) in preference was observed between fruit coated with glycerol (3.61 + 1.10)
and gel + FCN (3.64 £ 1.14). These groups were the least appreciated sample, which is in agreement
with the acceptability test. However all samples exhibited scores around four which shows that the
tasters would “possibly buy” the fruit. Same scores was found by our previous study when we applied
an edible coating made by CS gel and FCN in grapes (Castelo Branco Melo et al., 2018). These scores
makes the use of the edible coatings produced in the present study permissible on a commercial level

based on analysis of the sensory aspects.

4. Conclusions

All chitosan based edible coatings were effective in maintaining the physicochemical, sensory and
microbiological qualities of the postharvest strawberries. However, the coating made with FCN+CS gel
was the most effect in maintaining these quality parameters of the strawberries and presented the
best antifungal activity against the phytopathogenic fungi tested. The sensory evaluation of the
strawberries showed that fruit coated with FCN received similar scores to control group, which suggest
that the FCN do not modify the sensory quality of the fruit.

Based on these results, edible coatings made with different forms of chitosan, especially the mixture
of FCN and CS gel, can be used to improve the post-harvest quality of strawberries. In addition, the
application of nanotechnology can be a good alternative to improve the properties of chitosan, as well

as increase the cost benefit of the use of edible coatings based on this polymer.
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Fig. 1. Zeta potential (a), average size distribution (b) and SEM image (c) of fungal chitosan nanoparticles.
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Fig. 2. Scavenging effect of CS gel ("#), FCN (—®-) and CS gel + FCN (—&—) towards DPPH (a) and ABTS (b)

radicals.
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Note: Values represent the mean of three replicates with their standard error (xSD). ®* Different superscript
lowercase letters in the same temperature denote differences (p < 0.05) between the mean values according to
Tukey’s test. 8 Different superscript capital letters between the temperatures denote differences (p < 0.05)
between the mean values according to Tukey’s test.

Fig. 3. The weight loss (a) and the decay rate (b) of strawberries after 6 and 12 days of room and cold stored

temperature, respectively.
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Fig. 4. The appearance of uncoated and coated strawberries after 6 and 12 days of room and cold stored

temperature, respectively.

Tables captions
Table 1. Antifungal activity of chitosan gel (CS gel), fungal chitosan nanoparticles (FCN) and gel enriched with

nanoparticles (CS Gel + FCN) against strawberries phytopathogenic fungi.

Test Substance  Phytopathogenic fungi
R. stolonifer (URM 3728) B. cinerea (URM 2802) A. niger (URM 7282)

CS gel 4,0g.L? 4,0 gL't 5,0 glL?
FCN 1,5 g.L'? 1,5 g.L'? 2,5 gLt
CS gel + FCN 1,0+0,5 gL* 1,0+0,5 g.L? 2,0+1,5 g™

Note: Values represent the mean of three replicates. The standard deviation was zero for all mean values.
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Table 2. Mean values of physicochemical quality parameters in strawberries stored at room temperature for 6
days in the absence of edible coating (control) and with glycerol, chitosan gel (CS Gel), fungal chitosan

nanoparticles (FCN) and chitosan gel enriched with fungal chitosan nanoparticles (Gel + FCN).

Treatments Days of storage

0 3 6

Soluble solids (%)

Control 8.00(+0.02) 8.27(+0.23)* 8.27(+0.23)
Glycerol 8.20(0.02) 7.20(0.00)%° 8.10(0.00)
CS Gel 8.46(+0.58) 7.17(+0.06)%° 7.20(0.00)%®
FCN 8.13(¢0.12)* 7.20(0.00)%° 6.93(+0.46)%°
Gel + FCN 8.03(0.06) 7.20(0.00)%° 7.20(+0.00)5®

Titratable acidity (% citric acid)

Control 1.15(+0.01)" 0.88(+1.13)° 1.04(+0.02)"
Glycerol 1.07(+0.08)"® 1.16(+0.05)" 1.18(+0.02)"2
CS Gel 1.00(+0.01)82° 1.06(+0.01)"e® 1.10(+0.01)"®
FCN 1.06(+0.00)3* 1.18(+0.03)" 1.12(+0.04)"®2
Gel + FCN 0.98(+0.01)" 1.11(+0.03)"® 1.18(+.11)%

Maturity index

Control

7.04(+0.04)"

9.38(+1.04)"

8.12(+0.16)"

Glycerol 7.59(+0.74)" 6.24(%0.26)"° 6.89(+0.13)"%
CS Gel 8.29(+0.59) 6.82(+0.04)8° 6.54(+0.08)5°
FCN 7.64(+0.13)" 6.10(+0.14)8° 6.03(+0.32)%°
Gel + FCN 8.20(0.06)* 6.48(+0.16)"° 6.12(+0.59)%°
pH

Control 3.58(+0.02)" 3.49(+0.02)%° 3.05(+0.00)°
Glycerol 3.41(20.01)*° 3.42(£0.02)"¢ 3.06(+0.08)%"
CS Gel 3.49(+0.01)"° 3.52(+0.02)"° 3.45(+0.01)82®
FCN 3.51(+0.01)"° 3.41(20;01)"° 3.76(x0.57)*
Gel + FCN 3.50(+0.01)%° 3.58(+0.01)" 3.39(+0.02)%@
Moisture (%)

Control 94.69(+0.42)" 91.69(+0.00)"*  88.22(+4.76)"
Glycerol 94.34(+0.42)" 92.62(+0.30)%  91.66(+0.15)“
CS Gel 93.94(+0.09)" 92.55(+0.14)%  92.12(+0.08)®
FCN 94.58(+0.21)" 92.14(+0.43)%  90.54(+0.23)“
Gel + FCN 94.31(+0.13) 92.00(+0.47)%  91.40(+0.30)®

Antochyanin (g.L?)

Control 29.13(+0.02)% 25.97(+0.01)  26.30(+0.03)%
Glycerol 37.04(+0.02)% 27.71(+0.08)%°  25.02(+0.04)
CS Gel 28.41(+0.05)A 23.98(+0.06)%  23.51(0.01)
FCN 32.49(+0.01)* 25.66(+0.08)%¢  21.60(+0.01)
Gel + FCN 26.00(+0.04)8e 28.72(0.17)"  21.14(0.05)c

Note: The storage time Day 0 represents the day of edible coatings application. Values represent the mean of
three replicates with their standard error (+SD). A~For each trial, different superscript lowercase letters within a
row denote differences (p < 0.05) between the mean values according to Tukey’s test. 2 Different superscript
capital letters in the same column denote differences (p < 0.05) between the mean values according to Tukey’s
test.
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Table 3. Mean values of physicochemical quality parameters in strawberries stored at cold temperature for 12

days in the absence of edible coating (control) and with glycerol, chitosan gel (CS Gel), fungal chitosan

nanoparticles (FCN) and chitosan gel enriched with fungal chitosan nanoparticles (Gel+FCN).

Treatments

Days of storage

0

6

12

Soluble solids (%)

Control
Glycerol
CS Gel
FCN

Gel + FCN

8.07(+0.12)%°
8.47(+0.23)A
8.00(+0.00)
8.07(+0.12)%
8.00(+0.00)

8.13(+0.06)
8.03(+0.06)""
8.00(+0.00)"°
8.03(+0.06)%°
8.00(+0.00)"°

8.27(+0.23)Ba
8.13(+0.23)Aa
8.00(+0.00)Aa
8.00(+0.00)Ba
8.00(+0.00)Aa

8.53(+0.46)5
8.53(+0.46)"
8.27(£0.23)"
8.00(+0.00)
8.00(+0.00)"

9.60(+0.00)"
8.67(10.23)"
8.40(+0.04)"
8.40(+0.00)"°
8.27(£0.23)"

Titratable acidity (% citric acid)

Control
Glycerol
CS Gel
FCN

Gel + FCN

1.06(+0.01)"
1.18(+0.01)"
1.10(¢0.01)"
0.97(+0.00)"
1.02(+0.15)"

1.04(+0.02)%2
0.89(+0.42)%
1.00(+0.01)Aba
0.78(+0.23)%
1.00(+0.00)*2

1.11(+0.08)"
1.02(+0.06)"8%
0.92(+0.01)%°
1.02(+0.02)"e®
1.03(+0.00)"®

1.06(0.11)
0.94(+0.01)e?
0.93(+0.04)e
1.10(+0.06)"
1.05(0.03)*2

1.14(+0.02)%2
1.14(+0.05)%2
1.08(+0.02)Aeb
1.08(+0.01)"2
1.01(+0.00)*°

Maturity
index

Control
Glycerol
CS Gel
FCN

Gel + FCN

7.58(+0.05)"
7.14(+0.20)®
7.30(+0.04)®
8.24(+0.00)"
7.96(+1.17)"

7.69(+0.24)%
9.00(+0.43)"
8.02(+0.57)"e
8.08(+0.76)"
8.00(+0.00)"

7.39(+0.31)"°
8.00(0.22)A8ab
8.74(+0.07)*
7.80(0.16)"°
7.76(+0.00)"®

8.34(0.89)»
8.98(+0.67)"
8.78(+0.04)"
7.28(+0.37)"
7.62(+0.20)"

8.38(+0.16)"
7.76(+0.34)"8
7.55(x0.11)%
7.74(+0.05)"
8.12(+0.28)"

pH

Control
Glycerol
CS Gel
FCN

Gel + FCN

3.45(+0.01)"
3.41(+0.01)%
3.46(+0.01)%
3.51(+0.00)*2
3.44(+0.01)"

3.47(+0.01)"
3.50(+0.01)
3.50(0.00)BC
3.41(+0.00)
3.46(0.01)*

3.30(+0.07)"
3.36(+0.00)%*
3.52(+0.01)e
3.38(+0.00) b
3.43(+0.02)""

3.32(+0.00)
3.37(+0.01)E
3.57(0.00)"
3.37(+0.00)°"
3.45(+0.04)"

3.33(+0.00)%
3.37(0.01)8c
3.54(+0.00)"e?
3.39(+0.01)%
3.44(0.01)

Moisture (%)

Control
Glycerol
CS Gel
FCN

Gel + FCN

91.46(+0.06)8
90.94(+0.85)"
91.06(+0.12)8
90.78(+0.18)P®
92.08(+0.01)c

91.27(+0.47)8
92.38(+0.48)"
91.48(+0.11)8
91.31(+0.08)cP>
92.44(+0.04)8C

91.48(+0.09)8°
92.80(+0.12)
92.65(+0.17)"
92.13(+0.28)A82b
92.98(+0.37)"e2

91.88(+0.13)8®
91.65(+0.74)"
92.49(+0.21)%
91.60(+0.18)8¢
92.42(+0.01)EC

92.86(+0.17)*
92.91(+0.11)*
92.91(+0.08)"*
92.66(+0.15)°
93.42(+0.11)%

Antochyanin (g.L?})

Control
Glycerol
CS Gel
FCN

Gel + FCN

28.60(+0.00)%
39.88(+0.03)"2
30.01(0.16)*
27.53(0.00)A
22.40(+0.01)°e

28.23(0.03)*
31.69(+0.58)8
24.54(+0.02)E
26.68(+0.20)5
25.31(+0.24)8¢

25.98(+0.01)%"
24.87(%1.17)%
26.43(+0.02)°?
22.52(+0.00)%
25.68(+0.01)"%

23.62(+0.01)%
19.97(+0.04)°¢
28.11(+0.03)5
21.89(+0.04)
24.51(+0.01)

22.71(+0.31)
21.05(+0.06)°°
27.64(+0.00)
22.50(+0.02)
22.51(+0.01)°°

Note: The storage time Day 0 represents the day of edible coatings application. Values represent the mean of

three replicates with their standard error (+SD). ~For each trial, different superscript lowercase letters within a

row denote differences (p < 0.05) between the mean values according to Tukey’s test. ®¢Different superscript

capital letters in the same column denote differences (p < 0.05) between the mean values according to Tukey’s

test.
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Table 4. Mean sensory scores for uncoated (control) fruit and fruit coated with glycerol, chitosan gel (CS gel),
fungal chitosan nanoparticles (FCN), and gel enriched with fungal chitosan nanoparticles (Gel + FCN) stored at

cold temperature.

Attributes Control Glycerol CS Gel FCN Gel + FCN

Appearance  7.81(x1.51)° 6.61(x1.79)¢ 6.94(+1.91)" 7.52(+1.44)  6.94(+1.75)*

Colour 7.87(+1.46)° 6.95(+1.66)°  7.30(+1.71)%*c  7.64(+1.44)*®  7.07(x1.75)*
Flavour 7.50(+1.55)°  6.95(+1.70)*  7.22(+1.55)*®  7.20(¢1.56)*  6.78(+1.66)"
Firmness 8.04(+1.04)°  7.64(+1.43)°  7.52(1.41)* 7.70(+1.49)*  7.59(+1.37)?
Taste 7.61(¥1.80)* 6.86(*1.75)°®  7.51(%¥1.53)*®  7.58(¢1.70)? 6.85(+1.94)°
Overall 7.77(¥1.46)*  7.02(+1.48)°  7.43(+1.42)*®  7.68(¢1.47)? 6.85(+1.71)°
evaluation

Note: Sensory attributes were evaluated by one hundred untrained tasters after 3 days of the edible coatings
application. The strawberries were stored at cold temperature before sensory evaluation. VValues represent the mean
with their standard error (xSD). *“For each trial, different superscript lowercase letters within a row denote

differences (p<0.05) between the mean values according to Tukey’s test.
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Abstract

This study compared the effectiveness of fungal chitosan nanocomposite, chitosan gel and
chitosan nanoparticles against strawberry phytopathogenic fungi. Nanoparticles were prepared
by ionic gelation method and characterized by dynamic light scattering and scanning electron
microscopy. The influence of the edible coatings on fungal growth was analyzed in vitro and in
vivo. All the three forms of edible fungal chitosan coatings inhibited mycelial growth and spore
germination of the tested fungal strains. The edible coating made by the nanocomposite
exhibited the lowest minimum inhibitory concentration value and presented the best effect
against mycelia and spores of A. niger, B. cinerea and R. stolonifer. This edible coating also
caused important changes in fungal morphology, and the best control of the growth of the
assayed fungal strains in artificially infected strawberries. The application of fungal chitosan
nanocomposite edible coating may be a useful alternative for controlling strawberry
phytopathogenic fungi. In this research, nanotechnology brought some benefits to the
conventional chitosan gel edible coating, improving its antifungal activity and forming a new

eco-friendly coating.

Keywords: A. niger; antimicrobial agent; B. cinerea; Fruit; Nanomaterials; R. stolonifer.
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1. Introduction

Strawberry (Fragaria ananassa), one of the most popular fruits in the world, is highly
perishable, mainly due to its susceptibility to postharvest fungal infection. Botrytis cinerea is
one of the main fungi that attack strawberries. This pathogen causes a disease called gray mold,
which reduces fruit production by 30% to 60%. Rhizopus stolonifer is responsible for the
appearance of brown spots and softening by rotting in fruit tissue, leading to structural collapse
and tissue exudation (Romanazzi et al., 2013; Romanazzi et al., 2016). Aspergillus niger is
another important fungal pathogen that causes black mold, especially when fruit is wounded
(Jesen et al., 2013).

These phytopathogens also cause severe damage to other economically important crops
worldwide (grapes, tomato, Kiwi, etc.) that result in quantitative and qualitative losses in
agriculture. A common practice to prevent phytopathogenic fungal infections is the application
of chemical fungicides. However, many pathogens show resistance to the pesticides currently
used, and which also have potentially harmful effects on the environment and human health
(Saharan et al., 2015; Romanazzi et al., 2016, An et al 2019).

Currently, there is a need for novel eco-friendly technologies that improve food
productivity and shelf life, without causing any harmful effects to human health or the
environment (Moustafa et al 2019). One of these eco-friendly technologies is the application of
edible coatings to postharvest fruit. Several biopolymers have been used to prepare edible
coatings and chitosan is a polysaccharide frequently used in this application (Oliveira et al.,
2014, Hajji et al 2018).

The use of microbiological chitosan for bioactive packaging for fruit preservation has
been reported as an eco-friendly alternative (Castelo Branco Melo et al., 2018). Chitosan from
microbial source has advantages over chitosan obtained from the deacetylation of crustacean
chitin, such as it is not affected by seasonal factors, does not contain any of the proteins that
induce allergic reactions to crustaceans, and can be produced on a large scale with
standardization of the physicochemical characteristics of the polymer (Ban et al., 2018).

The efficacy of chitosan to preserve the microbiological quality of postharvest fruit,
including strawberries, has been demonstrated by a number of authors (Gol et al., 2013;
Romanazzi et al., 2013; Velickova et al., 2013; Shahbazi, 2018). We hypothesized that even

better results might be obtained either by using chitosan nanoparticles or chitosan gels enriched
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with nanoparticles. Chitosan nanoparticles can be obtained by crosslinking of positively
charged amino pending groups with tripolyphosphate in aqueous solution (Castelo Branco Melo
et al., 2018).

Advancements in nanotechnology have markedly extended the application of
nanomaterials in plants due to their size-dependent qualities, high surface to volume ratio and
unique physicochemical properties. These characteristics result in certain types of nanoparticles
being more effective against microbes at very low doses (Sathiyabama and Parthasarathy et al.,
2016). Furthermore, nanotechnology could facilitate the development of new packaging
materials and eco-friendly, cheaper, and more efficient packaging techniques (Eshghi et al.,
2014).

In this work, it was evaluated, for the first time, the in vitro and in vivo antifungal effects
on mycelial growth, spore germination and fungal morphology of fungal chitosan
nanocomposite coating in comparison of fungal chitosan gel and fungal chitosan nanoparticles,

separately.

2. Materials and methods

2.1 Materials

Strawberries (Fragaria ananassa.) were obtained from CEASA (Supplies and Service
Company of Pernambuco, Recife, Brazil) and selected according to size, color and shape. They
presented no signs of deterioration or mechanical damage.

Fungal chitosan (KiOnutrime®) was provided by Kitozyme® Company (Herstal,
Belgium) (deacetylation degree of 86 % and My = 4 x10° Da), from non-genetically modified
Aspergillus niger mycelium. The other substances used were obtained from commercial
sources.

Botrytis cinerea URM 2802, Rhizopus stolonifer URM 3728 and Aspergillus niger
URM 7282 were obtained from the URM Culture Collection of Center for Biological Sciences

in the Federal University of Pernambuco (Recife, Brazil).

2.2 Preparation and characterization of chitosan nanoparticles
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The fungal chitosan nanoparticles (FCN) were prepared by an ionic gelation method
with some modifications (Calvo et al., 1997). A chitosan (CS) solution, at a concentration of
2.0 g L, was prepared by dissolving the polymer in 24.0 mL of pH 4.0 solution (1 % acetic
acid + 1 % NaOH) and stirred for 30 min. Sodium tripolyphosphate (TPP) solution was
dissolved in deionized water at a concentration of 1.0 g L™%. Then, 6.0 mL of TPP solution was
dropped (0,2 mL/min) into 24.0 mL of the CS solution using a peristaltic pump (Atlas Syringe
Pump — Royston, United Kingdom) under vigorous magnetic stirring at room temperature. The
final ratio of CS:TPP was 4:1. Once the dropwise addition was completed, the nanoparticle
suspension was stirred for an additional 1 h.

The morphology of the FCNs was characterized by scanning electron microscopy
(SEM) (SEM Quanta 200 FEI). The dry nanoparticles were placed onto an aluminum stub
covered with a double-sided carbon adhesive disc (Taab, Berkshire, UK). The sample was
coated with a 10 nm gold layer by sputtering. The samples were subjected to an electron
acceleration voltage of 20 kV. The mean particle size, zeta potential and polydispersity index
(PDI) of the FCNs were measured using a Malvern Zetasizer (model Nano ZS90, Malvern,

UK). The analysis was performed at a scattering angle of 90 ° at 25 °C at 633 nm.

2.3 Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

First, strawberry phytopathogenic fungi stock cultures were subcultured in Sabouraud
agar at 25 °C — 28 °C for seven days to allow for sufficient sporulation. The fungal spores were
collected in a sterile saline solution (0.85 g /100 mL NaCl) in fungal growth medium, and the
suspension was filtered using a sterile triple-gauze layer to retain hyphal fragments. The number
of spores present in the suspension was determined with a hemocytometer and the spore
concentration was adjusted with sterile saline solution to provide a fungal inoculum of
approximately 108 spores/mL (Oliveira et al., 2014).

The MIC value of the test substances was determined by the broth macrodilution
technique, which was performed in triplicate. Initially, 0.5 mL of a suspension of A. niger or B.
cinerea or R. stolonifer was inoculated, separately, into 2 mL of Sabouraud broth (with the
concentration adjusted to 5 mL), and 2.5 mL of the solutions containing different concentrations
of FNCs or CS gel, or nanocomposites (CS gel enriched with FCNs) were added. The mixture
was incubated at 25 °C for seven days, and at the end of the incubation period, the lowest

concentration of test substances (highest dilution) that exhibited no visible fungal growth was
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considered to be the MIC (Sharma and Triphati, 2008). This assay was performed separately
for each test substance and fungal strain.

For this assay, freeze-dried FCNs and the CS were diluted in a solution of pH 5.6 (acetic
acid 1 % + NaOH 1 %) to form solutions of FCN, CS gel and nanocomposite. A solution of pH
5.6 was tested, separately, as a control and exhibited no inhibitory effects against the
phytopathogenic fungi. According to Oliveira et al. (2014), acetic acid solution at pH > 5.6 does
not inhibit the growth of phytopathogenic fungi.

Based on the MIC results, different concentrations of CS gel, FCN and nanocomposite
were chosen (CIM\ 2, CIM, 2 x CIM) to be used in the mycelial growth and spore germination

tests.
2.4 Evaluation of the interaction of CS gel and FCN mixture

It was used the checkerboard method to evaluate the type of interaction of the mixture
of CS gel and FCN. According to Schelz et al. (2006), the macrodilution checkerboard method
is the technique used most frequently to assess antimicrobial combinations in vitro. The MIC
values of the mixtures of CS gel enriched with FCN were used for evaluation of interactions.
The type of interaction was studied on the strawberry phytopathogenic strains, separately.

The results of the combined effects of the CS gel enriched with FCNs (nanocomposite)
were categorized as synergism, addition, indifference or antagonism. In order to assess the
activities of combinations, fractional inhibitory concentration (FIC) indices were calculated as
FICa + FICg, where FICaA and FICg are the minimum concentrations that inhibited fungal

growth for samples A (CS gel) and B (FCNSs), respectively.

MIC, combination MICg combination

FICA = FICg =
A MIC, alone B MICg alone

The mean FIC index was calculated by the formula: FICingex = FICA + FICg, and the
results were interpreted as follows: synergistic (<0.5), additive (0.5-1.0), indifferent (>1) or
antagonistic (>4.0) (Schelz et al., 2006).

2.5 Effects of test substances on mycelial growth of postharvest fungi
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The effects of the FCNs, CS gel and nanocomposite (CS gel enriched with FCNs) on
the radial mycelial growth of the A. niger, B. cinerea and R. stolonifer were assessed using the
poisoned substrate technique (Oliveira et al., 2017). One agar plug (5 mm diameter) with
mycelia from each species was taken from a culture which grew over seven days on Potato
Dextrose Agar Medium (PDA) at 25 °C. The agar plug was transferred to the center of a Petri
dish containing PDA supplemented with FCNs, CS gel and nanocomposite, separately, at the
desired final concentration (CIM\ 2, CIM, 2 x CIM) and incubated at 25 °C. A Petri dish
containing PDA and pH 5.6 solution was tested and exhibited no inhibitory effects on radial
mycelial growth. PDA with the agar plug and without test substance was also tested to represent
a control Petri dish.

Mycelial growth was measured daily for seven days or when the control Petri dish was
entirely covered with mycelia. The diameter (mm) of the radial mycelial growth of each
phytopathogenic fungi was measured in two perpendicular directions to obtain the colony mean
diameter. The test was performed in triplicate and the results were expressed as the percentage
of mycelial growth inhibition (MGI%) at the end of the analysis period. The MGI1% was
calculated using the formula: MGI1% = [(C — T)/C] % 100, where C is the diameter of the control
assay and T is the diameter of the colony which grew in PDA containing the test substances
(Camiletti et al., 2014; Oliveria et al., 2017).

2.6 Effects of test substances on spore germination

Solutions (0.1 mL) with FCNs or CS gel or nanocomposite at different concentrations
(CIM\ 2, CIM, 2 x CIM) were combined with 0.1 mL of each fungal spore suspension (108
spores/mL). The spore suspension was obtained from cultures grown for seven days on PDA at
25 °C for 24 h. Then, 0.1 mL of the suspension was placed at the center of a sterile glass slide
and incubated in a moist chamber at 25 °C for 24 h. After the incubation period, each glass slide
was fixed with lactophenol cotton blue stain. Then, spore germination was observed by light
microscopy. Approximately 200 spores were counted on each glass slide. The efficacy of the
test substances was analyzed by comparing the number of germinated spores in the media
containing FCNs or CS gel or nanocomposite with controls (in this case the test substances

were replaced by Sabouraud broth) (Oliveira et al., 2014).

2.7 Effect of test substances on fungal morphology
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Initially, 10° spores/ mL of the fungi were collected and inoculated in Sabouraud broth
plus chitosan gel, chitosan nanoparticles and nanocomposite, separately, at the MIC/ 2
concentration and incubated at 25 °C with 150 rpm orbital shaking for three days (Oliveira et
al., 2014). Control samples were grown in medium without the test substances. Samples were
then collected and washed with saline solution (pH 7.2) 3 times, 10 minutes each and fixed with
2.5% glutaraldehyde and 0.05% malachite green in 0.1 M phosphate buffer for 1 h at 28 °C.
After fixation, the samples were again washed with 0.1 M phosphate buffer for 10 minutes.
Then the samples were gradually dehydrated in 50%, 70% and 90% ethanol concentrations (5
min each) and at 100% for three times of 10 minutes. The samples were then immersed in 100%
hexamethyldisilazine (HDMS) for 5 minutes for drying. After treatment with HDMS, the
samples were kept in a desiccator for 24 h and then mounted on aluminum supports, metallized
with gold (thickness 10nm) and observed using a JOEL LV 5600 Scanning Electron
Microscope operating at 18 Kv (Battistelli et al., 2005; Tyagi; Malik, 2010).

2.8 In vivo antifungal effects of edible coating on postharvest phytopathogenic fungal infection

of strawberries

First, strawberries were sanitized with sodium hypochlorite (1 % v/ v) for 15 min,
washed with sterile distilled water and dried for 2 h at room temperature. Then, the fruits were
immersed in the fungal spore suspension (106 spores/mL) of each fungal strain, separately, with
magnetic stirring for 1 min (Fig. 1).

The strawberries were divided into five groups. A negative control (without edible
coating), a positive control (fruit coated with glycerol — 2.5 mL / 100 mL) and the remaining
three groups were coated with CS gel, FCNs and nanocomposite, respectively.

The coated strawberries were immersed in a coating solution of the test substances for
1 min. For the formation of the different fungal chitosan edible coatings, we used the MIC value
determined for each strawberry phytopathogenic fungus. The pure chitosan or lyophilized
nanoparticles were diluted in 1 % acetic acid and the pH was adjusted to 5.6 with 1 % NaOH.

After the edible coating application, the fruits were dried on a nylon filter to drain excess
liquid and packed in a sterile polyethylene container with a lid. Each treatment group included
30 strawberries. One group of strawberries was stored for six days at room temperature (25 °C)
and the other group was stored for twelve days at a reduced temperature (12 °C) (Gol et al.,
2013; Oregel-Zamudio et al., 2017; Shahbazi et al., 2018).



201

The effects of the treatments were assessed by observing signs of fungal infection on
the strawberries. The results were expressed as the percentage of fruits infected at the final

period of storage (Oliveira et al., 2014).

2.9 Statistical analysis

All data were analyzed by analysis of variance (ANOVA) using Origin 8.0 software.
Tukey’s test was used to determine statistically significant differences (p < 0.05) between

treatments.

3. Results and discussion

3.1 Characterization of FCN

SEM analysis confirmed the formation of FCN. Fig. 2 presents particles with a
spherical shape and compact structure. Pinho Neves et al. (2014), Hashad et al. (2016) and
Rampino et al. (2013) also produced chitosan nanoparticles using the ionic gelation method and
obtained homogeneous and spherical nanoparticles, differing from the particles produced in our
study only in size, since the chitosan and TPP concentrations used by these authors were
different.

SEM images revealed the formation of particles aggregates. Particles tend to
agglomerate to reduce the exposed surface area, and, therefore, to reduce the free surface energy
(Tsai et al., 2011). According to Fan et al. (2012), the formation of aggregates is caused by
hydrogen bonds between nanoparticles, which form during the drying process of the sample for
analysis by SEM.

A similar result was also found by Hosseini et al. (2016), who produced particles with
a size between 40 and 80 nm. Hence, the aggregates observed by SEM are related to the process
of sample preparation (i.e. drying). Nevertheless, individual nanoparticles can be readily
distinguished in Fig. 2.

When nanoparticle stability in liquid medium is considered, the zeta potential is an
important parameter, according to MubarakAli et al. (2018). Ing et al. (2012) reported that
nanoparticles with a surface charge greater than +30 mV or lower than -30 mV are more stable,
due to the higher electrostatic repulsion which prevents aggregation. The zeta potential of FCNs

prepared in this work was +34 mV, which means that they could be stable for a prolonged time.
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Saharan et al. (2015) suggested that stable nanoparticles exhibit a higher affinity towards
biological membranes in agueous media and, therefore, greater antifungal activity.

Particle size is another important property that may influence the antifungal activity of
nanoparticles. Particles could enter the cell wall of the microbes through carrier proteins or ion
channels. Therefore, a smaller particle size will result in a better uptake of nanoparticles into
microbial cells (Ing et al., 2012).

The mean particle size of the FCNs was 331.1 nm (+ 7.21) with a narrow size
distribution (PDI = 0.377). The difference between the size measured by DLS and SEM occurs
due to fact that DLS measurements were performed in aqueous media while SEM provides the
diameter of nanoparticles in dry form (Kiilll et al., 2017). The same difference was observed
by Castelo Branco Melo et al., 2018.

There is a relationship between the size of the nanoparticles and their internalization,
and thus, toxicity could be related to this feature (Freire et al., 2015). According to Gan et al.
(2005), smaller-sized nanoparticles (~100 nm) demonstrate more than 3-fold greater arterial
uptake compared to larger nanoparticles (~275 nm). In our study, the FCNs demonstrated a
size larger than 300 nm, which allows for their use as an antifungal agent against

phytopathogenic fungi in the food field.

3.2 In vitro antifungal activity of test substances

3.2.1 Determination of MIC and interaction of CS gel with FCNs

The MIC results for the test substances are shown in Table 1. These results are in
agreement with Verlee et al. (2017), who reported MIC values of chitosan against fungi ranging
from 0.01 g L™ to 7.75 g L™%. The MIC values found in the present study are lower than the
values found by Santos et al. (2012) and Guerra et al. (2015), who investigated the MIC of
chitosan derived from shrimp against A. niger, B. cinerea and R. stolonifer.

However, the different MIC values found in our research could not be directly compared
to the microbiological origin of the chitosan used here. Oliveira et al. (2014) also used fungal
chitosan against phytopathogenic fungi and found MIC = 15 g L™ for B. cinerea and MIC = 7.5
g L for A. niger and R. stolonifer. In the present study we found MIC = 4 g L for B. cinerea
and R. stolonifer and MIC =5 g L™ for A. niger. This suggested that the difference between the

chitosan MIC values against the same species of fungi could be related to the physicochemical
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characteristics of the polymer, such as the degree of deacetylation and molecular weight (\VVerlee
etal., 2017).

According to Hernandez-Lauzardo (2008) and Badawy and Rabea (2009), low
molecular weight chitosan presents better antifungal activity due to the ability of this polymer
to penetrate the fungal cell wall. This suggests that the main target of action of low molecular
weight chitosan is the plasma membrane of the fungi. The fungal chitosan used in the present
research has a low molecular weight, which could have contributed to the high antifungal
activity and low MIC values.

A high degree of chitosan deacetylation is another important factor for its antimicrobial
activity. Kong et al. (2010) reported that the polycationic structural features provided by the
amino provide a high density of positive charge to the polymer. Chitosan with a high degree of
deacetylation exhibits a more efficient electrostatic interactions with fungal cell walls that are
formed by negatively charged phospholipids. Consequently, antifungal activity increases when
the degree of deacetylation is higher and the molecular weight is lower (\Verlee et al., 2017).
Once the cell membrane is disrupted, chitosan is capable of entering the cell. This can lead to
inhibition of DNA/RNA synthesis and disruption of protein synthesis (Palma-Guerrero et al.,
2010; Ing et al., 2012; Kheiri et al., 2016).

In this study, FCNs were demonstrated to have higher antifungal activity in comparison
to CS gel, in accordance with previous reports. The negatively charged surface of the fungal
cell is the target site of the polycation. Because of the larger surface area of the nanoparticles,
FCNs could be tightly adsorbed onto the surface of the fungal cells so as to disrupt the
membrane, which would lead to the leakage of cellular contents, thus killing the fungal cells
(Garcia Rincon et al., 2010). Chitosan nanoparticles penetrate into fungal cells and tightly bind
nucleic acids via electrostatic interactions between cationic FCNs and anionic DNA. This
suggest that they may cause a variety of damage and selective inhibition, such as inactivation
the synthesis of essential mMRNA encoded by various genes required for important metabolic

and infectious processes of the microorganism (Ing et al., 2012).

The MIC values for A. niger were higher than the values found for the other fungi for
all test substances. Ing et al. (2012) found similar results. A. niger contains 10 % chitin in the
cell wall, and fungi that have chitosan as one of their cell wall components are more resistant

to externally delivered chitosan (Beauvais et al 2014, Beauvais and Latge, 2018).

The CS gel enriched with FCNs (nanocomposite) presented the lowest MIC amongst all

the tested samples. This is consistent with the statement of Lee et al. (2010) that, when chitosan
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nanoparticles are well-dispersed in solution they are more efficiently transported to the cell

wall, which causes disorder and leads to increased antimicrobial activity.

The improvement of the antifungal activity by the nanocomposite can also be
demonstrated by the checkerboard method. The CIF values for all fungi analyzed exhibited
additive interaction between the gel and nanoparticles. Castelo Branco Melo et al. (2018)
analyzed the antimicrobial action of gel enriched with fungal chitosan nanoparticles against
foodborne pathogenic bacteria. These authors also observed better antimicrobial activity when
the gel and FCNs are applied together. However, to date, no research comparing the antifungal
activity of CS gel, FCNs and nanocomposite against strawberry phytopathogenic fungi has been
reported. Hence, this work is the first time that a research report has identified that the
association between CS gel and FCNs is the better option to inhibit strawberries

phytopathogenic fungi, when compared to CS gel or FCNs alone.

3.2.2 Effects on mycelial growth

The percent inhibition of mycelial growth is shown in Table 2. All samples were
effective in inhibiting mycelial growth of phytopathogenic fungi on strawberries. The lowest
inhibition percentages occurred in the samples exposed to CS gel at the MIC/ 2 concentration,
which differed significantly (p < 0.05) from the other samples applied in the sub-inhibitory
concentration.

Several studies have shown that the inhibition of mycelial growth by the use of chitosan
(gel) is due to the interaction of this polymer with fungal cell membranes and subsequent
disruption of this membrane. This could cause cellular leakage and modification in the activity
of the enzymes responsible for fungal growth (Hernandez-Lauzardo et al., 2008; Garcia-Rincon
et al., 2010; Oliveira et al., 2014). Despite this effect, in the present study was verified the
highest concentration of CS gel (2 x MIC) resulted in a lower percentage of inhibition than the
CS gel enriched with FCNs at MIC/ 2 levels.

The FCNs presented percentages of mycelial inhibition higher than those found for the
CS gel. Similar results were found by Sathiyabama and Parthasarathy (2016).This higher
antifungal activity of nanoparticles is due to the high surface area of the particles, which
facilitates their contact with fungal cells and their permeability (Kheiri et al., 2016).

The nanocomposite (CS gel + FCNs) was the most effective substance in inhibiting in

vitro mycelial growth of the strawberry phytopathogenic fungi tested. This suggested that when
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the gel and nanoparticles are present together, they improved their individual antifungal
activity. Nanoparticles are better dispersed when dissolved in chitosan gel. In this way, the
nanoparticles are more efficiently transported to the fungal cell walls, which causes disorder

and leads to the increased antimicrobial activity (Lee et al., 2010).

Also, there was no significant difference (p > 0.05) between the MIC and 2 x MIC
concentration of the gel enriched with nanoparticles for all of the postharvest fungi infecting
strawberries. Kheiri et al. (2016) reported that with increasing chitosan concentration there is
an increase in the viscosity of the solution which restricts the contact between chitosan and the
fungal cell surface. Therefore, the MIC is the maximum concentration that the gel with the
nanoparticles must be used, because concentrations above the MIC will not improve the
antifungal activity of this substance.

3.2.3 Effects on spore germination

The application of the test substances revealed high rates of inhibition of spore
germination for all assayed fungi (Table 3). The nanocomposite presented the highest rates of
spore germination inhibition. This suggested that the combination of CS gel with FCNs was the
most effective substance in inhibiting not only in vitro mycelial growth, but also spore
germination of the strawberry phytopathogenic fungi tested.

However, the rates of spore germination inhibition were higher than the rates found for
mycelial growth inhibition. This result is similar to the described by Palma-Guerrero et al.
(2008), who reported a better activity of chitosan against spores than on hyphae for other types
of fungi (Fusarium oxysporum and Verticillium dahliae). Likewise, Jitareerat et al. (2007) and
Qiu et al. (2014) also demonstrated that chitosan gel is more effective in inhibiting spore
germination than mycelial growth.

The presence of positive charges in the chitosan chain interact with the negative charges
of the fungal surfaces causing spore grouping, which restricts germ tube elongation, and,
consequently the germination process (Xing et al., 2015). According to Cota-Arriola et al.
(2013), the delay in the germination of spores treated with chitosan can be attributed to the
ability of the polymer to chelate calcium ions that are fundamental to the germination process.
This mechanism can also be applied by FCNs, which, due to the presence of phosphate groups

from TPP, make unavailable some ions (Ca*?, Fe*2, Mg*?) that are important for fungal growth.
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In addition, nanoparticles have chitosan amino groups that interact with fungal surfaces,
resulting in a similar effect to the CS gel (Cota-Arriola et al., 2013; Xing et al., 2017).

The antifungal action of the different forms of chitosan (gel, FCNs and nanocomposite)
against spores is extremely important when considering the application of these substances in
fruits. Spores are important survival structures and are involved in fungal spread in agricultural
products, being capable of causing infections in the fruits, with consequent post-harvest loss
(Sousa et al., 2013). Therefore, the substances used in the present research appear to be an

alternative for the inhibition of spore germination and the conservation of post-harvest fruits.
3.2.4 Effect on fungal morphology

The effect of the edible coatings on the morphology of R. stolonifer, B. cinerea and A.
niger can be observed in Figures 3, 4 and 5, respectively. In the control sample of R. stolonifer
(Fig. 3A), the hyphae present a typical structure, homogeneous in size and with a smooth
surface. When the hyphae of R. stolonifer were exposed to the fungal chitosan gel (Fig. 3B) it

was observed that there was an excessive deposit of chitosan on fungal surfaces.

According to Oliveira Junior et al. (2012), chitosan gels, especially those with low
molecular weights, tends to deposit on the surfaces of the hyphae, blocking ion channels,
thereby hindering the entry of essential nutrients into the cell. In the present research, a low

molecular weight chitosan was used, which contributed to abnormal growth of R. stolonifer.

Figure 3C shows the presence of shrunken hyphae and loss of cytoplasmic material
(empty hyphae). This result demonstrates that the action of chitosan against R. stolonifer when
in the nanoparticle format is much more severe than the action of chitosan when present as a
gel. The nanometric size of the particles facilitates their entry into the cells of microorganisms
through ion channels or protein carriers (Sharma et al., 2010). In addition, the high surface
charge density of the chitosan nanoparticles interacts easily with the negative charges on the
cell surfaces of the fungi. This interaction causes changes in the permeability of the fungal
membrane and, eventually, induces cell disruption and leakage of intracellular material (Ing et
al., 2012), causing the formation of empty hyphae as observed in the present research.

When R. stolonifer is exposed to the nanocomposite, there is an interaction of both forms
of the chitosan making it possible to observe the presence of both the gel effect alone and the
effect of the nanoparticles alone (Fig. 3D). This result is in agreement with what was found in
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the checkerboard method, confirming that the mixture of the two forms of chitosan analyzed

has an additive effect, that is, a better effect when the gel and the nanoparticles are combined.

With respect to the effect of test substances on B. cinerea, we observed that the gel also
deposited on the surface of the hyphae which led to its aggregation, showing an effect similar
to that found for R. stolonifer, which was not observed in the B. cinerea control sample (Fig.
4A). However, the gel was also able to form "empty hyphae", suggesting that B. cinerea would
be a more sensitive fungus to the action of the chitosan gel when compared to R. stolonifer in
that the gel only deposited on the surface of the hyphae (Fig. 4B). This ability of the gel to form
empty hyphae is not so common, but has already been reported by Kong et al. (2010) and Ma
et al. (2017). According to these authors, the positive charges of chitosan interact with the
negative charges of the phospholipid components of the cell membrane of the fungi, causing an
increase in membrane permeability, with leakage of intracellular components and, therefore,

formation of empty hyphae.

Similarly, chitosan nanoparticles also caused the formation of "empty hyphae", the same
effect found in R. stolonifer. However, in addition to this effect it is possible to observe in
Figure 4C that there is a wrinkling on the surface of B. cinerea. According to Kheiri et al.
(2016), because of the high surface area of the particles, nanoparticles can be well absorbed on

the surface of fungal cells, altering their cellular permeability.

In the sample of B. cinerea exposed to the nanocomposite, there was a predominance of
the effects of the chitosan gel with the formation of larger and aggregated hyphae (Fig. 4D).
However, there was a potentiation of the effect of both substances since it is possible to observe

the formation of hyphae with aberrant morphology (“abnormal shapes™).

With respect to A. niger, it was observed that chitosan-based substances had the same
effect on A. niger as those observed in other fungi tested, but less severe (Fig. 5A — D). This
result was already expected, as it was observed in the other in vitro antifungal tests, A. niger
was the most resistant to the action of all of the substances used in the present research. This
higher resistance is due, as previously mentioned, to the higher content of chitosan in the cell
wall of A. niger, which according to Ing et al. (2012), makes this fungus more resistant to the

action of externally-administered chitosan.

However, despite this increased resistance, all of the substances induced morphological

alterations to the hyphae of A. niger. Also, nanocomposite again presented as the chitosan-based
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substance that caused a more pronounced modifications to the fungal structure. This suggested
that the nanocomposite is capable of potentiating morphological modifications to the fungi, thus

becoming a promising alternative in the fight against post-harvest fungi.

3.3 In vivo antifungal effects

The effects of the CS gel, FCNs and nanocomposite coatings on strawberries previously
infected with phytopathogenic fungi and stored for 6 and 12 d at 25 °C and 12 °C are shown in
Tables 4 and 5, respectively. Statistical analysis revealed that in all groups of fungi tested,
strawberries without the edible coating (control) did not differ significantly (p> 0.05) from
strawberries coated with glycerol. Therefore, the use of glycerol in the FCN edible coating does
not interfere with the antifungal action of the nanoparticles, acting only as an inert dispersion

medium for the nanoparticles during production of the coating.

At both temperatures, the edible coating produced with nanocomposite yielded the
lowest percentage of B. cinerea infection. This in vivo result is similar to the in vitro results of
the percentage of mycelial inhibition and spore germination. As previously reported in this
research, the combination of the two forms of chitosan, gel and nanoparticles, had an additive

effect which means that when added together, a potentiation of its antifungal effect occurs.

The CS gel presented the lowest ability to inhibit the growth of B. cinerea. However,
the CS gel contributed greatly to reduce progression and spread of the infection during the

storage period (Fig. 6). Awad (2017) also found a similar result.

At cold temperatures, the percentage of strawberries infected with B. cinerea and coated
with CS gel was similar (p > 0.05) to the percentage exhibited by the control, the glycerol and
FCN samples. According to Meng et al. (2008) and Oliveira et al. (2014), during the storage
of fruits at a low temperatures, a decrease in the physiological processes of the fruit occurs, and
a weakening of the pathogenicity of the fungi. Therefore, as a result of this weakening,
strawberries stored at cold temperature presented a lower percentage of B. cinerea infection,
which is reflected in the statistical analysis of this group that did not identify significant

differences between the control, glycerol, gel and nanoparticle groups.

Regarding the percentage of infections caused by R. stolonifer, the CS gel was, again,

the sample that had the least ability to inhibit the growth of the strawberry phytopathogenic
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fungi. However, at room temperature, the effect of the CS gel was statistically superior (p
<0.05) to the effect observed in the control and glycerol samples. Hernandez-Lauzardo et al.
(2010) also demonstrated that CS gel was able to retard the growth of R. stolonifer in other
types of fruits such as papaya, pear and tomato. Pastor et al. (2011) suggests that the effect of
chitosan on inhibiting fungal growth in fruits is also related to the ability of this polymer to
increase the production of defense enzymes (e.g., chitinases) and to antioxidant activities of the

fruit (e.g., polyphenol oxidase, peroxidase).

At low temperatures, no significant difference was observed between the strawberries
coated with CS gel and the control and glycerol samples. According to Romanazzi et al. (2013),
the soft rot caused by R. stolonifer is able to spread at temperatures above 4 - 6 ° C. Therefore,
during storage at cold temperatures there was a lower capacity of dissemination of this fungus
that was reflected in the lower percentage of infection for the control fruits and for the fruits
coated with glycerol, when compared with the same type of treatment for the strawberries stored

at room temperature (Fig. 7).

Similar to the results found for B. cinerea, the edible coating made with the
nanocomposite was, again, the most effective chitosan based substance in inhibiting the growth
of R. stolonifer in strawberries. However, at room temperature, the edible coating made with
only FCNs presented no significant difference (p> 0.05) in relation to the edible coating made
with the nanocomposite. A similar result was found for A. niger at both temperatures. This
suggested that the enhanced antifungal action of these coatings is mainly due to the presence of
nanoparticles, as previously reported by Castelo Branco Melo et al. (2018) for pathogenic food-

borne bacteria.

A. niger was the fungus that presented the greatest visual changes in the fruit, as shown
in Figure 8. According to Wang et al. (2015) and Lichter et al. (2002), infection of this pathogen
in fruits is characterized by softening of the infected site followed by the development of a dark
mold that corresponds to the fructification structures of the fungi. These changes were more
intense in uncoated and in strawberries coated with glycerol, which confirmed the importance

of chitosan-based edible coatings in retarding fungal growth.

According to Kim et al. (2014), the application of a fungal inoculum to the fruit before
the edible coating produces an environment with a low concentration of oxygen for the
microorganisms and the coating acts as a barrier. However, the presence of nanoparticles in the

edible coatings not only intensified the antimicrobial action of the CS gel, but also contributed
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to the formation of a modified atmosphere, suppressing the supply of oxygen to the

microorganisms present (Castelo Branco Melo et al., 2018).

Therefore, in the present research the most effective chitosan-based edible coating to
inhibit phytopathogenic fungi previously used to infect strawberries was the CS gel enriched
with FCNs (nanocomposite). Nanotechnology, in this case, proved to be an alternative means
of enhancing the action of the conventional CS gel, which together with FCNs, as
nanocomposite, even at low concentrations, was able to inhibit the growth of strawberry
phytopathogenic fungi, which are, according to Usall et al. (2016), the main factor for

postharvest losses of this fruit.

4. Conclusions

The results obtained in this study demonstrated that the application of chitosan as a gel,
or nanoparticles individually or in nanocomposite (CS gel + FCN), can control the growth and
the viability of the strawberry phytopathogenic fungi. In addition, the combination of the 2
forms of chitosan, gel and nanoparticles, presented additive effects against the three types of
fungi tested. The application of the nanocomposite edible coating on strawberries artificially
contaminated with postharvest fungi decreased the infection severity caused by these fungi
during fruit storage, which is an alternative to extend the shelf life of this fruit.

These findings revealed the potential of the chitosan nanocomposite to control the
growth of B. cinerea, A. niger and R. stolonifer in vitro and on strawberries. Therefore, the
application of such nanotechnology in conventional CS gel edible coatings may improve the
properties of the CS gel and bring additional benefits, such as decreased amounts of chitosan
capable of inhibiting fungal growth.
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Fig 1. Schematics of chitosan gel (CS gel), fungal chitosan nanoparticles (FCN) and chitosan gel enriched with fungal chitosan nanoparticles

(CS gel + FCN) edible coatings applied on strawberries previously infected with A. niger, B. cinerea and R. stolonifer, separately.
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Fig 2. Scanning electron microscopy image of fungal chitosan nanoparticles.
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Fig 3. SEM image of R. stolonifer mycelium control (A) and after exposure to chitosan gel

(B), nanoparticles of fungal chitosan (C) and fungal nanocomposite (D).
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Fig 4. SEM image of B. cinerea mycelium control (A) and after exposure to chitosan gel

(B), nanoparticles of fungal chitosan (C) and fungal nanocomposite (D).
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Fig 5. SEM image of A. niger mycelium control (A) and after exposure to chitosan gel (B),

nanoparticles of fungal chitosan (C) and fungal nanocomposite (D).
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Fig 6. Appearance of strawberries coated with chitosan gel (CS gel), fungal chitosan
nanoparticles (FCNs) and nanocomposite (CS gel + FCNs) at minimum inhibitory
concentration (MIC) and uncoated (control) previously infected with B. cinerea after 6 and

12 days of storage at room (24°C) and low temperatures (12°C).
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Fig 7. Appearance of strawberries coated with chitosan gel (CS gel), fungal chitosan
nanoparticles (FCNs) and nanocomposite (CS gel + FCNs) at minimum inhibitory
concentration (MIC) and uncoated (control) previously infected with R. stolonifer after 6 and

12 d of storage at room and (24°C) and low temperatures (12°C).
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Fig 8. Appearance of strawberries coated with chitosan gel (CS gel), fungal chitosan
nanoparticles (FCNs) and nanocomposite (CS gel + FCNs) at minimum inhibitory
concentration (MIC) and uncoated (control) previously infected with A. niger after 6 and 12

days of storage at room (24°C) and low temperatures (12°C).
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Table 1. Antifungal activity of chitosan gel (CS gel), fungal chitosan nanoparticles (FCN) and

gel enriched with nanoparticles (Gel + FCN) against strawberries phytopathogenic fungi.

Note: Values represent the mean of three replicates. The standard deviation was zero for all mean values.

Test Substance Phytopathogenic fungi
R. stolonifer B. cinerea A. niger
(URM 3728) (URM 2802) (URM 7282)
CS gel 4,0 4,0 5,0
FCN 15 15 2,5
Gel + FCN 1,0+0,5 1,0+0,5 20+15

Table 2. Inhibition percent of mycelial growth of A. niger, B. cinerea and R. stolonifer after
exposure to CS gel, FCN and CS gel enriched with FCN.

Mycelial growth inhibition (%)

Concentrations CS gel FCN CS gel + FCN
B. cinerea URM 2802
MIC /2 30,47% (+0,82)c° 52,38% (+4,12)%¢  74,28% (+3,78)"°
MIC 43,80% (+0,82)°P 68,57% (+2,85)%°  83,33% (+2,18)"?
2x MIC 60,00% (+0,00)B2 82,38% (+3,59)"@  82,85% (+1,43)"?
R. stolonifer URM 3728
MIC /2 53,67% (£3,18)8®  51,90% (+2,18)B°  77,14% (+2,48)"°
MIC 59,93% (5,77)8%  69,04% (+4,12)%  85,23% (%3,60)"?
2x MIC 64,77% (*3,18)<? 76,19% (+4,13)82  85,71% (+1,43)"°
A. niger URM 7282
MIC /2 30,00% (+2,47)° 57,62% (+0,82)%°  64,28% (+0,00)"°
MIC 42,85% (+0,00)5P 63,80% (+0,82)"%  67,14% (+4,95)"%
2 X MIC 60,00% (+0,00)<? 65,71% (+1,43)%*  72,85% (+1,43)"?

&¢ Different superscript lowercase letters in the same column denote differences (p < 0.05) between the mean
values according to Tukey’s test.

A€ Different superscript capital letters within a row denote differences (p < 0.05) between the mean values
according to Tukey’s test.
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Table 3. Inhibition percent of spore germination of A. niger, B. cinerea and R. stolonifer after
exposure to CS gel, FCN and CS gel enriched with FCN.

Spore germination inhibition (%)

Concentrations CS gel FCN CS gel + FCN
B. cinerea URM 2802
MIC /2 72,36% (%1,41)B° 91,05% (£2,82)"2 93,49% (£1,41)A
MIC 82,929% (+2,44)¢ 91,87% (+1,41)B2 96,75% (+1,41)A®
2xMiIC 86,99% (+1,41)< 94,31% (+1,41)B2 98,37% (+1,41)"a
R. stolonifer URM 3728
MIC /2 58,20% (+2,42)B° 60,31% (+1,58)B¢ 91,53% (£0,92)A¢
MIC 75,13% (+0,92)B2 77,77% (1,58)8° 94,18% (+0,91)"°
2 X MIC 76,69% (+2,43)¢ 85,18% (+2,43)B2 97,35% (£0,92)A2
A. niger URM 7282
MIC /2 63,76% (+1,81)cP 73,91% (+0,87)B¢ 84,05% (£1,33)A°
MIC 65,79% (+1,00)cP 81,15% (+1,32)"" 91,01% (£1,33)"a
2xXMIC 81,15% (%1,32)% 84,05% (+0,50)B2 93,33% (+0,50)"a

&¢ Different superscript lowercase letters in the same column denote differences (p < 0.05) between the mean
values according to Tukey’s test.
A€ Different superscript capital letters within a row denote differences (p < 0.05) between the mean values

according to Tukey’s test.

Table 4. Percentage of coated and uncoated strawberries artificially infected with A. niger, B.
cinerea and R. stolonifer and stored at room temperature.

Percentage of strawberries infected (%)

Treatments B. cinerea URM 2802  R. stolonifer URM 3728 A. niger URM 7282
CS gel 90,00% (+0,00)" 75,55% (+£13,46)" 18.00% (+8,00)"
FCN 70,00% (£0,00)° 30,00% (+0,00)° 13.33% (£5.77)"
ggNgel * 60,00% (20,00)¢ 25,00% (0,00)° 15.33% (+2.52)"
Glycerol 96,67% (+2,89)° 100,0% (+0,00) 70.00% (+0,00)°
Control 100,0% (+0,00) 100,0% (+0,00) 70.00% (+1,00)"

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

according to Tukey’s test.
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Table 5. Percentage of coated and uncoated strawberries artificially infected with A. niger, B.

cinerea and R. stolonifer and stored at cold temperature.

Percentage of strawberries infected (%0)
Treatments B. cinerea URM 2802  R. stolonifer URM 3728 A. niger URM

7282
CS gel 70,00% (+17,32)® 75,00% (0,00) Zisi%%)b
FCN 66,67% (25,77)® 40,00% (25,00)° 50.00% (20,00)°
CSgel + FCN  63,33% (+15,28) 10,00% (+0,00)¢ 40.00% (+0,00)°
Glycerol 95.00% (+5,00) 81,10% (+18,28)° 95.00% (+5,00)
Control 96,67% (+5,77) 85,00% (+8,66)° 100.0% (+0,00)?

= Different superscript capital letters in the same column denote differences (p < 0.05) between the mean values
according to Tukey’s test.
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