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APRESENTACAO

O e-book Inovacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Vol 1, 2 e 3, traz um
olhar integrado da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é composta
por 86 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
as inovacoes na area de Ciéncia e Tecnologia de alimentos.

No volume 1 o leitor ira encontrar 28 artigos com assuntos que abordam a
inovacé&o no desenvolvimento de novos produtos como sucos, cerveja, paes, nibs,
doce de leite, produtos desenvolvidos a partir de residuos, entre outros. O volume
2 é composto por 34 artigos desenvolvidos a partir de analises fisico-quimicas,
sensoriais, microbiolégicas de produtos, os quais tratam de diversos temas
importantes para a comunidade cientifica. Ja o volume 3, é composto por 24 artigos
cientificos que expdem temas como biotecnologia, nutricdo e revisdes bibliograficas
sobre toxinfecgdes alimentares, probidticos em produtos carneos, entre outros.

Diante da importancia em discutir as inovagcdes na Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, os artigos relacionados neste e-book (Vol. 1, 2 e 3) visam disseminar o
conhecimento e promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos
uma excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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CAPITULO 20

INIBICAO DO CRESCIMENTO DE Salmonella spp. E
Escherichia Coli EM UVAS POS-COLHEITA ATRAVES
DO USO DE COBERTURA COMESTIVEL DE
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA FUNGICA
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RESUMO: A presente pesquisa tem como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de
cobertura comestivel a base de nanoparticulas
de quitosana aplicada em uvas. A atividade

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

antimicrobiana foi realizada in vitro contra
bactérias patogénicas de origem alimentar
e foi feita a comparacédo dos resultados do
gel, nanoparticulas e gel enriquecido com
nanoparticulas. As nanoparticulas produzidas
foram dispersas nas concentracbes CIM/2,
CIM e 2CIM no gel de quitosana para formagao
de cobertura comestivel para o controle de
Salmonella spp. e E.coli em uvas pos-colheita.
Os resultados mostraram que as nanoparticulas
de quitosana apresentaram uma melhor
atividade antimicrobiana comparada com o gel
de quitosana. As nanoparticulas diluidas no
gel, apresentaram-se mais bem dispersas e
capazes de formar uma cobertura comestivel
em uvas. Com aumento da concentracao das
nanoparticulas na cobertura, foi observado
diminuicdo na contagem de E.coli e Salmonella
spp. Os resultados encontrados sugerem que as
nanoparticulas de quitosana podem ser usadas
para melhorar a seguranca microbiologica de
uvas pds-colheita.

PALAVRAS-CHAVE:

Biopolimero. Nanotecnologia.

Frutas. Bactérias.

GROWTH INHIBITION OF Escherichia coli
AND Salmonella spp. IN POSTHARVEST
TABLE GRAPES BY FUNGAL CHITOSAN
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NANOPARTICLE EDIBLE COATING

ABSTRACT: The aim of the study was to evaluate the antimicrobial activity of fungal
chitosan nanoparticles edible coating applied to grapes. Antimicrobial activity was
performed in vitro against foodborne pathogenic bacteria and the results of gel,
nanoparticles and gel enriched with nanoparticles were compared. The nanoparticles
were dispersed at concentrations MIC / 2, MIC and 2MIC in the chitosan gel for edible
coating formation to control Salmonella spp. and E.coliin postharvest grapes. The results
showed that chitosan nanoparticles showed a better antimicrobial activity compared to
chitosan gel. The nanoparticles diluted in the gel were better dispersed and capable
of forming an edible coating. With increasing the concentration of nanoparticles in the
coating, a decrease in the growth of E.coli and Salmonella spp. was observed. The
results suggest that chitosan nanoparticles can be used to improve the microbiological
safety of postharvest grapes.

KEYWORDS: Fruits. Bacteria. Biopolymer. Nanotechnology.

11 INTRODUCAO

A quitosana € um heteropolimero natural formado por unidades glucosaminas
e N-acetilglucosamina, obtido a partir da parede celular de fungos ou através da
desacetilacdo da quitina extraida do exoesqueleto de crustaceos. Apresenta
diferentes caracteristicas que a distingue dos demais polissacarideos: bioatividade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e potencialidade antimicrobiana (DIAS et al.,
2013).

Sua atividade antimicrobiana tem sido comprovada contra varias bactérias e
fungos, possuindo um alto poder bactericida contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas, ao mesmo tempo em que apresenta baixa toxicidade para as células de
mamiferos (KONG et al., 2010).

A conhecida ac&o antimicrobiana da quitosana pode ser intensificada quando
esse polimero encontra-se no formato de nanoparticulas, devido a sua elevada area
superficial e a sua densidade de carga que interage efetivamente com as cargas
negativas da superficie das células bacterianas (SHI et al., 2006).

Devido a sua atividade antimicrobiana, a quitosana tem atraido atencédo como
um potencial conservante natural (PRASHNTH; THARANATHAN, 2007). Coberturas
de quitosana misturadas com outros compostos bioativos tem mostrado resultados
promissores na inibicdo do crescimento e sobrevivéncia de microrganismos em
alimentos (CHIEN et al., 2002).

As coberturas de quitosana podem ser empregadas efetivamente para o
controle da deterioracao de frutos, pois estes s&o organismos vivos que apresentam
intenso metabolismo e consequentemente alta probabilidade de deterioracéo
(JIANGLIAN; SHAOYING, 2013). As uvas destacam-se como uma das frutas mais
economicamente importantes, com uma producéo anual em torno de 69 milhdes
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de toneladas (NOWSHEHRI et al., 2015). Assim como outros produtos naturais,
as uvas sao vulneraveis a contaminagao esporadica com patdgenos alimentares,
direta ou indiretamente, através de animais do solo, agua ou contaminacgao cruzada
através da manipulacdo humana (PINTO et al., 2006). Um tratamento que melhore
a qualidade global e seguranca microbiol6gica contra os agentes patogénicos de
origem alimentar é um dos maiores interesses dos produtores, distribuidores e
consumidores de frutas (SERRANO et al., 2006).

Portanto, frente a reconhecida ac¢do antimicrobiana da quitosana e sua
intensificacdo quando este polimero encontra-se na forma de nanoparticulas,
a presente pesquisa tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de quitosana microbioldégica contra bactérias alimentares presentes
no armazenamento pds-colheita de uvas.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

As uvas (Vitis Labrusca L.) foram adquiridos da CEASA/PE (Centro de
Abastecimento e Logistica de Pernambuco) e selecionadas de acordo com o
tamanho, cor, auséncia de infeccdes visiveis e estagio de maturacéo.

As quitosanas (Kiofine® e Kionutrime®) foram fornecida pela empresa Kitozyme
e ambas foram extraidas do Aspergillus niger. Todas as outras substancias utilizadas
foram obtidas através de fontes comerciais.

As cepas testes utilizadas na atividade antimicrobiana pertencem ao banco de
cultura da Universidade Federal de Pernambuco/ Departamento de nutrigao.

2.2 Preparacao e caracterizacao das nanoparticulas de quitosana

As nanoparticulas de quitosana foram produzidas a partir da quitosana fungica
Kiofine-B®, seguindo o método de gelificacao ibnica descrito por Calvo et al. (1997).
Inicialmente 0,5g de quitosana de baixo peso molecular foi dissolvido em 50ml de
acido acético a 2% em agitacao durante 30 minutos. Depois, 20ml de tripolifosfato
de sédio (TPP) a 1% foi adicionado a solug&o de quitosana por gotejamento através
de uma bomba peristéltica (0,2ml/min).

Depois do gotejamento a solu¢do foi mantida sob agitacdo durante 2h. Em
seguida, a solucao foi transferida para eppendorfs e centrifugada durante 10min
em uma velocidade de 13.400rpm. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado
foi acrescentado agua destilada para a lavagem com posterior centrifugacao
(13.400rpm/5min). O processo de lavagem foi repetido 5 vezes.

Posteriormente, as nanoparticulas foram ressuspensas em agua destilada e
foi realizado um tratamento térmico (30min/50°C/900rpm) para individualizagao e
restruturacdo das particulas, segundo o método descrito por Bougnicourt et al. (2014).
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Por fim, as nanoparticulas de quitosana foram liofilizadas para a sua utilizacdo nos
demais experimentos.

O tamanho das particulas e a sua carga superficial foram determinados através
da técnica do Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) utilizando o Zetasizer (Nano-
ZS, Malvern, UK). A analise foi operada em um comprimento de onda de 633nm, a
25°C com um angulo de deteccgao de 90°C.

2.3 Comparacao da atividade antimicrobiana do gel, das nanoparticulas e do gel

enriquecido com nanoparticulas de quitosana

A atividade antimicrobiana foi realizada separadamente para as nanoparticulas
de quitosana, gel de quitosana e gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas,
frente a bactérias patogénicas de origem alimentar (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Escherichia coll).

A quitosana foi diluida em acido acético 1%, sendo o pH ajustado para 5,8
para obtencdo da solucdo mae (20mg/ml) que deu origem ao gel de quitosana
(SHIGEMASA; MINAMI, 1996). As nanoparticulas foram diluida em agua destilada e
no gel de quitosana ambas na concentragcéo de 20mg/ml.

As concentracées minimas inibitérias (CIM) e minimas bactericidas (CBM) foram
determinadas pelo teste de microdiluicao seriada em microplacas de 96 pocgos. As
bactérias testadas foram cultivadas em Caldo Infuséo de Cérebro Coracéo (BHI) por
24h, a 37°C e em seguida padronizado o in6culo a 108 UFC/mI (ALVES et al., 2008).

Para determinacdo do CIM foi inserido, em cada um dos pocos, a substancia
teste cuja concentracéo variou de 0 a 0,6mg/mL, em seguida foi adicionado o meio
BHI e o in6culo de cada bactérias, cujo volume final de cada poco foi de 100pL. A
placa foi incubada a 37°C por 24h, depois foi adicionado 30uL de resazurina em
cada poco e incubada novamente a 37°C por 1h.

A resazurina € um composto indicador de Oxido-reducé&o de cor azul que, na
presencgade células viaveis, é oxidado a resofurina, substancia de coloracéo vermelha
(PALOMINO et al., 2002). Portanto, a colorac¢ao azul indica auséncia de crescimento
bacteriano enquanto que as variagdes de rosa e roxo indicam a presenca de células
viaveis para crescimento. Depois de 1h da aplicacéo da resazurina foi feita a analise
da mudancga da cor e determinagdo da CIM, considerado a primeira concentragao
antes da concentracado que houve crescimento visivel.

Para o controle de esterilidade foram adicionados separadamente 100uL do
meio e 100uL da substancia teste e para o controle de crescimento 80uL do meio +
20uL do inéculo. O ensaio foi realizado em triplicata, dois pog¢os para o CIM pelo uso
da resazurina e um para o CBM.

Apo6sadeterminacdaodo CIM, aprimeiraconcentracdo que ndo houve crescimento
visivel e duas imediatamente acima, foram cultivadas em placas de petri contendo
agar BHI para determinagcao do CBM. Foram transferidos 20uL das cavidades da
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microplaca (sem resazurina) para as placas de petri e estas foram incubadas a 37°C
por 48h. A determinacao da CBM corresponde a menor concentragdo a partir da qual
nao foi observado crescimento microbiano ap6s cultivo (FERNANDES et al., 2008).

2.4 Bioatividade das coberturas comestiveis sobre o crescimento bacteriano

nas uvas

As uvas foram higienizadas com hipoclorito de sodio (1% v/v) por 15min, lavadas
com agua potavel e deixados para secar por 2 horas. Depois, foram imersas na
solucao do in6culo bacteriano (E.coli e Salmonella spp. -108UFC/ml) sob agitacao
durante 1 minuto (VASCONCELOS DE OLIVEIRA et al., 2014; KIM et al., 2014). Em
seguida, as uvas foram imersas durante 3 minutos no gel de quitosana enriquecido
com nanoparticulas nas concentragées CIM/2, CIM e 2CIM. Um grupo de uvas foi
imerso apenas na solucdo do in6culo (amostra controle). A infeccdo bacteriana
causada nas uvas foi realizada separadamente para E.coli e Salmonella spp. A
escolha dessas espécies de bactérias foi de acordo com a legislacdo RDC 212, que
preconiza que em uvas sejam analisadas esses tipos de bactérias (BRASIL, 2001).

O crescimento bacteriano nas uvas foi analisando ao longo de 24 e 12 dias, nas
uvas refrigeradas (12°C) e nao refrigeradas (25°C), respectivamente. A determinacao
de coliformes termotolerantes foi feita através do Método do Numero Mais Provavel
(NMP) presente no Bacteriological Analytical Manual (FDA 2010) e os resultados
expressos em NMP/g. A contagem de Salmonella spp. foi realizada através da
contagem em placas, adaptado do método do BAM/FDA.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As nanoparticulas apresentaram uma tamanho igual a 101,7nm (%5,05).
Resultado semelhante ao encontrado por Ramenazi et al. (2015) que produziu
nanoparticulas de quitosana para conservacgao de filés de peixe e obteve um tamanho
médio igual a 108,6nm.

Mohammadi et al. (2015) também produziu nanoparticulas de quitosana para
formacéo de cobertura comestivel e aplicacdo em morangos. Esse autor encontrou
uma média de tamanho das particulas igual a 96,9nm, ou seja, semelhante ao
valor observado na presente pesquisa. No entanto, nenhum desse autores utilizou
quitosana fungica para producéo das particulas.

As nanoparticulas apresentaram um potencial zeta igual a 51,4mV(5,77).
Esse resultado esta de acordo com o que Ing et al. (2012) recomenda. Segundo
esse autor, o potencial zeta ideal é aquele acima de 30mV, ja que acima desse valor
as nanoparticulas estariam mais estaveis o0 que evitaria sua agregacao e perda de
funcéo biologica.

Apoés a caracterizacao das nanoparticulas foi realizado o teste de microdiluicao
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in vitro para determinar o CIM e CBM do gel, das nanoparticulas e do gel +
nanoparticulas. Os resultados do CIM e CBM encontram-se nas tabelas 1 e 2,
respectivamente. O gel de quitosana apresentou os melhores resultados para E.coli,
Pseudomonas aeruginosa e S.aureus e 0os maiores valores de CIM e CBM para a
Salmonella spp. e L. monocytogenes.

. Gel +
L Gel Nanoparticulas )
Bactéria (mg/mi) (mg/ml) nanoparticulas
9 9 (mg/ml)
E.coli 3,0 3,0 2,0
Salmonella spp. 6,0 3,0 3,0
P. aeruginosa 3,0 3,0 2,0
S. aureus 4,0 2,0 1,0
L. monocytogenes 6,0 3,0 2,0

Tab. 1: Concentragao inibitéria minima (CIM) do gel de quitosana, nanoparticulas de quitosana
e gel enriquecido com nanoparticulas.

L Gel Nanoparticulas Gel + nanoparticulas
Bactéria
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

E.coli 4 3 4
Salmonella spp. 6 6 6
P. aeruginosa 3 4 4
S. aureus 4 6 2
L. monocytogenes 6 6 2

Tab. 2: Concentracao bactericida minima (CBM) do gel de quitosana, nanoparticulas de
quitosana e gel enriquecido com nanoparticulas.

Alguns autores relatam que a quitosana possui um maior efeito antimicrobiano
contra bactérias gram-positivas, do que gram-negativas, devido a membrana externa
gue serve como uma barreira protetora para célula gram-negativa (ZHONG et al.,
2008). Contudo, outros estudos referem que a agdo antimicrobiana da quitosana
€ maior contra bactérias gram-negativas, por causa da sua maior densidade de
carga negativa, que liga-se as cargas positivas da quitosana, causando vazamento
do material intracelular e portanto, maior efeito inibitério (CHUNG et al., 2004).
Em nosso trabalho, o gel de quitosana obteve o menor CIM e CBM (3mg/ml) para
bactérias gram-negativas, porém a Salmonella spp. que também faz parte desse
grupo de bactérias obteve um dos maiores valores de CIM e CBM (6mg/ml). Esses
resultados estao de acordo com o preconizado por Devlieghere et al. (2004), que
relata que a acado antimicrobiana da quitosana depende também de outros fatores
como a cepa utilizada e a espécie analisada. Segundo Goy et al., (2009), em ambos
os tipos de bactérias, a quitosana parece agir diferentemente, mas nos dois casos
ela age satisfatoriamente.

Apesar de bastante documentado na literatura a agcéo antimicrobiana do gel de
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quitosana, as propriedades antimicrobianas das nanoparticulas ainda sdo limitadas.
Os resultados encontrados mostram uma melhora na ag¢do antimicrobiana da
nanoparticulas quando comparado ao gel. Em relagéo ao gel, houve uma diminui¢cao
nos CIM da Salmonella spp., S.aureus e L. monocytogenes e no CBM da E.coli. Qi et
al. (2004), também obteve resultados melhores com as nanoparticulas para a E.coli.,
S. aureus e Salmonella spp., do que com o gel de quitosana.

Essa melhora da atividade antimicrobiana deve-se a maior area superficial e
densidade de carga das nanoparticulas de quitosana, pois ha uma maior interacéao
dessas particulas com a célula bacteriana, o que causa vazamento de componentes
intracelulares, ocasionando a morte do microrganismo (Ql et al., 2004; SHI et al.,
2006).

O S. aureus apresentou um CIM (2,0mg/ml) melhor que o encontrado por
Madureira et al. (2015), quando produziu nanoparticulas de quitosana de alto peso
molecular (2,5mg/ml). Para a E.coli foi encontrado um CBM (3,0mg/ml) ligeiramente
inferior ao de Madureira et al. (2015) (2,8mg/ml). Contudo, segundo Devlieghere et
al. (2004), comparar os valores de CIM e CBM de diferentes estudos € dificil, por
causa da possibilidade de diferencas nas caracteristicas da quitosana utilizada, na
temperatura de incubacéo, pH, solvente, cepa e espécies analisadas.

Com relac&o ao gel de quitosana enriquecido com nanoparticulas, percebemos
que a melhora na acé&o antimicrobiana ocorreu em quase todas as bactérias, com
excecao apenas da Salmonella spp., cujos valores de CIM e CBM mantiveram-se
iguais aos determinados para as nanoparticulas sozinhas.

No gel de quitosana as nanoparticulas apresentam-se mais dispersas e
segundo Lee et al. (2010) as nanoparticulas quando bem dispersas na solucéao
séo mais eficientemente transportadas para a parede celular da bactéria causando
disturbios e levando a uma maior atividade antimicrobiana.

Em relagcdo a atividade antimicrobiana, uma cobertura mais homogénea
€ desejavel, pois fornece uma protecdao mais efetiva entre a fruta e o ambiente
externo, como consequéncia, a transferéncia de oxigénio e a atividade respiratéria
do microrganismo séo prejudicadas (AQUINO et al., 2015). Portanto, tendo em vista
estes aspectos, no presente trabalho foi escolhido o gel de quitosana enriquecido
com nanoparticulas para posterior aplicacédo nas uvas.

As tabelas 3 e 4 mostram o resultado do estudo in vivo das diferentes
concentracdes de nanoparticulas em uvas refrigeradas e néao refrigeradas infectadas
artificialmente pela E.coli.

A amostra controle, em ambas as temperaturas, apresentou os valores
maximo de E.coli detectado pela técnica do NMP. Neste caso, a temperatura de
armazenamento ndo interferiu nos resultados encontrados. Porém, as amostras CIM
e 2CIM, foram as mais eficazes na inibicdo da E.coli, além disso a temperatura de
armazenamento mostrou-se um fator potencializador dessa inibicao.
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DIADE

TRATAMENTO ARMAZENAMENTO

0 2 4 6 8 10 12
Controle 210 >1100 >1100 >1100 >1100 >1100 >1100
CIM/2 36,59 18,86 160 290 1100 >1100 23
CIM 9,2 3 35 75 150 460 9,2
2CIM 7,4 <3 19,23 43 28 3 3,6

Tab. 3: Sobrevivéncia de E.coli (NMP/g) em uvas nao refrigeradas (25°C) apds aplicacao de
diferentes concentra¢des de nanoparticulas.

Controle: uvas sem cobertura; CIM/2: uvas cobertas com a metade da concentragéo inibitdéria minima das
nanoparticulas; CIM: uvas cobertas com a concentracgéo inibitéria minima das nanoparticulas; 2CIM: uvas
cobertas com duas vezes a concentracao inibitéria minima das nanoparticulas.

TRATAMENTO E‘)II%AMELEZENAM ENTO

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Controle 1.100 1100 1.100 >1.100 >1.100 >1.100 >1.100 >1.100 >1.100
CImM/2 1.100 <3 43 6,2 240 <3 14 <3 <3
CIM 1.100 <3 3 93 240 3,6 3 <3 <3
2CIM 1.100 <3 <3 7.4 <3 <3 <3 <3 <3

Tab. 4: Sobrevivéncia de E.coli (NMP/g) em uvas refrigeradas (12°C) ap0s aplicacéao de
diferentes concentracdes de nanoparticulas.

Controle: uvas sem cobertura; CIM/2: uvas cobertas com a metade da concentragéo inibitdéria minima das
nanoparticulas; CIM: uvas cobertas com a concentracéo inibitéria minima das nanoparticulas; 2CIM: uvas
cobertas com duas vezes a concentracao inibitéria minima das nanoparticulas.

Baixas temperaturas tem sido sugeridas como um ponto critico no controle
da contaminagdo microbiana em frutas e vegetais, inclusive eficaz em manter a
qualidade pés-colheita de uvas (CARTER et al., 2015).

As nanoparticulas na concentracdo CIM/2 em temperatura de refrigeracao
obteve os valores minimos da técnica do NMP nos 4 ultimos dias da analise,
mostrando melhora em relacdo a essa mesma concentracdo em temperatura
ambiente. Na concentracado CIM, apenas os dias 9, 12 e 15 mostraram resultados
acima do limite minimo que € de 3NMP/g, enquanto que em temperatura ambiente
todos os dias apresentaram valores acima desse limite minimo, com excec¢ao do dia
2. Um declinio na populacéo de E.coli depois da inoculacdo e em armazenamento a
baixas temperaturas também foi observado em alfaces (THEOFEL; HARRIS, 2009)
e em aipo (VANDAMM et al., 2013).

Em nosso estudo, o melhor resultado foi encontrado para as uvas em
temperatura de refrigeracao e cobertas com nanoparticulas na concentracao 2CIM.
Em todos os 24 dias de analise, essas uvas apresentaram resultados semelhantes
ao limite minimo da técnica do NMP, apenas no dia 0 e 9 encontrou-se valores acima
desse limite. A concentracdo 2CIM assemelha-se a concentracéo bactericida minima
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determinada na atividade antimicrobiana para E.coli e portanto os resultados in vitro
estdo de acordo com a nossa andlise in vivo.

Aquino et al. (2015), analisando goiabas com e sem cobertura de quitosana
enriquecida com Oleo essencial de Lippia gracilis encontrou valores <3NMP/g durante
os 10 dias do estudo. Resultados semelhantes foram encontrados em nosso trabalho
para uvas cobertas com nanoparticulas na concentracao 2CIM e armazenadas
sobre refrigeragcdo. Contudo, a cobertura analisada em nosso estudo mostrou-se
mais eficaz pois as uvas foram infectadas antes da aplicacéo das substancias teste
e obtiveram resultados semelhantes em relac&o as goiabas estudadas por Aquino et
al. (2015) que néao foram infectadas previamente com E.coli.

A melhor acéo antimicrobiana das coberturas comestiveis com nanoparticulas
em relacao ao uso da quitosana em gel, reafirma o preconizado por Cruz-Romero et al.
(2013), de que as nanoparticulas de quitosana apresentam atividade antimicrobiana
intensificada, porque o0 seu pequeno tamanho possibilita a entrada da quitosana
mais facilmente na célula microbiana, combinando-se com o DNA, inibindo a sintese
de RNAm e a transcricdo do DNA, promovendo disturbios no metabolismo celular
gue sao capazes de levar a morte do microrganismo.

Os resultados encontrados para Salmonella spp. encontram-se na figura
1. A amostra CIM/2, apresentou resultados semelhantes ao encontrado nas uvas
controles nos 2 primeiros dias. Nos dias seguintes os resultados aproximam-se dos
valores encontrados para as outras concentragcdes de nanoparticulas, mostrando um
inicio lento na acéo antimicrobiana da concentracdo CIM/2 contra Salmonella spp.
em uvas nao refrigeradas.

No armazenamento a temperatura ambiente, foi observado também que ao final
do periodo de analise ocorreu um intenso crescimento fungico nas uvas, culminando
com a fermentacado dessa fruta e a auséncia do microrganismo estudado no 12° dia
de analise.

Segundo Lopez-Velasco et al. (2012), a microflora da propria uva pode
antagonizar com as células do patégeno inoculado. Isso ocorre devido a competicao
por nutriente e espaco entre os microrganismos presentes (SIM et al., 2013). Esse
efeito antagdnico observado em nosso estudo, também foi visto ap0s apenas 4 dias
em uvas armazenadas a temperatura ambiente e cobertas com cera de carnauba
cujo crescimento fungico inibiu o desenvolvimento de Salmonella spp. e E.coli (KIM
et al., 2014). Resultado semelhantes foi encontrado por Lopez-Velasco et al. (2012),
em folhas de espinafre.

Nas uvas armazenadas refrigeradas, nao foi observado crescimento fungico
durante o periodo de 24 dias de analise, mostrando a importancia da temperatura em
controlar o desenvolvimento da microflora da fruta. Ma et al. (2016), ndo observou
crescimento de Salmonella spp. a 4°C, estando de acordo com o preconizado pela
FDA (2001) que diz que a temperatura minima de crescimento da Salmonella spp.
€ em torno de 4-5°C. Em nosso estudo a temperatura de refrigeragao néo foi capaz
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de inibir completamente o crescimento desta bactéria, no entanto, nos 4 ultimos dias
de analise houve uma diminuicdo no crescimento da Salmonella spp. nas uvas com

tratamento.
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Fig. 2: Sobrevivéncia de Salmonella spp. em uvas nao refrigeradas (A) e refrigeradas (B) apds
aplicacao de diferentes concentracdes de nanoparticulas.

As coberturas comestiveis a base de nanoparticulas de quitosana analisadas
em nosso estudo foram capaz de inibir o crescimento das bactérias estudadas.
Essa inibicdo ocorreu devido a agdo antimicrobiana intensificada das nanoparticulas
de quitosana e a atmosfera modificada criada pela cobertura, capaz de suprimir a
concentracéo de oxigénio do microrganismo. Segundo Kim et al. (2014), a aplicacéao
do inéculo na fruta antes da cobertura comestivel, método adotado em nosso estudo,
simula uma situagdo onde as bactérias contaminam as uvas antes da aplicagao da
substancia antimicrobiana e portanto a cobertura aplicada posteriormente produz um
ambiente com baixa concentracdo de oxigénio para as células microbianas, agindo
como uma barreira.

41 CONCLUSAO

Os resultados indicaram uma melhor acé&o antimicrobiana das nanoparticulas
quando comparado ao gel de quitosana. Quando as particulas foram dispersas no
gel de quitosana formaram uma excelente cobertura comestivel, capaz de controlar o
crescimento microbiano de Salmonella spp. e E.coliem uvas p6s-colheita, tornando-
se uma alternativa para o controle de bactérias pés-colheita em frutas.

Portanto, com base nos resultados encontrados, verificamos que as coberturas
comestiveis com nanoparticulas de quitosana fungica podem ser usadas como
alternativa promissora para preservar as qualidades pds-colheita de uvas.
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