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RESUMO

A deterioracdo das frutas devido a acdo de fitopatogenos é uma das principais causas de
perda da producdo agricola em todo o mundo. Produtos quimicos ligados a problemas
ambientais e de saude humana continuam a sendo usados para controlar fungos
fitopatogénicos na cadeia de producdo agricola. Portanto, o desenvolvimento da
biotecnologia a partir de recursos vegetais, como os 6leos essenciais, € uma estratégia
promissora para o controle de agentes degradantes na fase pds-colheita. Esta pesquisa teve
como objetivo estudar o potencial biotecnoldgico de dleos essenciais obtidos de plantas do
Estado do Rio de Janeiro para o controle de fungos fitopatogénicos de interesse agricola.
Foram estudados dois diferentes fungos com diferentes patossistemas, de modo que esta
pesquisa foi estruturada em dois estudos abrangentes. O Estudo 1 teve como objetivo testar
o efeito in vitro e in situ de dois dleos essenciais de plantas endémicas, Annona acutiflora e
Xylopia ochrantha e cinamaldeido, sobre o fungo T. ethacetica e na vida Util de bananas
durante o armazenamento. As formas emulsionadas de 6leo essencial de A. acutiflora e
cinamaldeido tém potencial fungicida contra T. ethacetica, reduzem a microbiota da banana
e ndo afetam negativamente os parametros fisico-quimicos da fruta durante o
armazenamento. Enquanto isso, o Estudo 2 visou formular revestimentos de amido de
mandioca com base em microparticulas coacervadas contendo 6éleo essencial de
Cymbopogon citratus para avaliar seu efeito fungicida sobre o fitopatégeno Alternaria
alternata e os aspectos de qualidade de tomates armazenados. A microencapsulacdo
aprimorou a atividade antifungica in vitro e in situ do 6leo essencial de C. citratus contra A.
alternata, reduzindo a acdo do patdgeno sobre os tomates. Os revestimentos comestiveis
de mandioca com microparticulas de d6leo essencial incorporadas ndo afetam as
propriedades fisico-quimicas dos tomates armazenados. Dessa forma, os derivados das
plantas estudados se mostraram promissores no combate dos fungos fitopatogenos alvo,
representando uma alternativa biotecnoldgica e ecologicamente aceitdvel para o controle

de degradacdo de frutos na fase pds-colheita.

Palavras chaves: 6leos essenciais, potencial bioantifungico, microparticulas, revestimentos,

banana, tomate, nanoformulagdes.
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ABSTRACT

Fruit spoilage due to the action of phytopathogens is one of the main causes of loss of
agricultural production worldwide. Chemicals linked to environmental and human health
problems continue to be used to control phytopathogenic fungi in the agricultural
production chain. Therefore, the development of biotechnology from plant resources, such
as essential oils, is a promising strategy for controlling degrading agents in the post-harvest
phase. The aim of this research was to study the biotechnological potential of essential oils
obtained from plants in the state of Rio de Janeiro for the control of phytopathogenic fungi
of agricultural interest. Two different phytopathogenic fungi with different pathosystems
were studied, so this research was structured into two comprehensive studies. Study 1
aimed to test the in vitro and in situ effect of two essential oils from endemic plants, Annona
acutiflora and Xylopia ochrantha and cinnamaldehyde, on the fungus T. ethacetica and on
the shelf life of bananas during storage. The emulsified forms of A. acutiflora essential oil
and cinnamaldehyde have fungicidal potential against T. ethacetica, reduce the banana
microbiota and do not negatively affect the physicochemical parameters of the fruit during
storage. Meanwhile, Study 2 aimed to formulate cassava starch coatings based on
coacervated microparticles containing Cymbopogon citratus essential oil to evaluate their
fungicidal effect on the phytopathogen Alternaria alternata and the quality aspects of stored
tomatoes. Microencapsulation increases the in vitro and in situ antifungal activity of C.
citratus essential oil against A. alternata, reducing the pathogen's action on tomatoes. Edible
cassava coatings with incorporated essential oil microparticles do not affect the
physicochemical properties of stored tomatoes. Thus, the plant derivatives studied showed
promise in the fight against target phytopathogenic fungi, representing a biotechnological
and ecologically acceptable alternative for the control of degradation of fruits in the post-

harvest phase.

Key-words: essential oils, bioantifungal potential, microparticles, coatings, banana, tomato,

nanoformulations.

XXii



1. INTRODUCAO

Diante de um grave problema de seguranca alimentar e de uma alta tendéncia de fome em
muitas regides, tem sido buscado o controle de vetores de doengas agricolas, como é o caso
dos fungos filamentosos (FISHER et al., 2012). As frutas se tornam um excelente substrato
para o desenvolvimento e a expansdo de espécies de fungos na fase pds-colheita. Os fungos
sdo capazes de infectar a superficie das frutas, produzindo micotoxinas que levam a
deterioracdo da qualidade nutricional e sensorial desses alimentos agricolas e causar danos
a saude humana (DAS; GHOSH; MUKHERIJEE, 2021). Apesar disso, a deterioracdo microbiana
de frutas é uma das causas mais prevalecentes de perda de frutas em todo o mundo (YANG
et al., 2017). Os danos da acdo patogénica na cadeia agroalimentar ndo se limitam ao
prejuizo da perda do alimento, mas também levam a perdas econémicas milionarias para o
setor agricola (SINGH et al., 2023), e a problemas de saude publica silenciosos e pouco
explorados em muitos paises, resultantes dos residuos de pesticidas ou micotoxinas
presentes nas frutas que chegam a mesa do consumidor (ARCELLA; ESKOLA; GOMEZ RUIZ,
2016; CARNEIRO et al., 2015). O controle de fungos fitopatogénicos sob a perspectiva da
biotecnologia é uma estratégia atual promissora (DUARTE et al., 2023). Nessa perspectiva
se encaixa o estudo da atividade antifungica de dleos essenciais e sua veiculacdo por
emulsificacdo, microencapsulacdo e revestimentos comestiveis (DOS PASSOS BRAGA et al.,
2020; MACEDO et al., 2020; TOMAZONI et al., 2017).

Neste projeto, foi abordada a problematica de duas culturas de grande importancia
para a agricultura brasileira, a cultura da banana e a do tomate, razdo pela qual este trabalho
foi estruturado em dois grandes estudos. O Estudo 1 visa identificar uma alternativa vegetal
para o controle de um fungo fitopatogénico degradador de frutos de banana. A banana,
além de ser uma das culturas tropicais mais cultivadas no mundo devido ao seu baixo custo
e alto valor nutritivo, também gera uma contribuicdo socioeconémica muito relevante nos
paises em desenvolvimento, pois serve como fonte de geracdo de renda e alimento em
muitas comunidades com limitacGes econémicas (MASEKO et al., 2024). A cultura da banana
¢ de grande importancia no Brasil devido aos altos volumes produzidos, bem como a alta
taxa de comercializacdo e consumo para diferentes fins (FIRETTI et al., 2024). No entanto, a

banana é alvo de doencas ao longo dos diferentes estagios da cultura, especialmente no



periodo pds-colheita (DE MELO et al., 2016). Estima-se que a falta de praticas de manejo
adequado, a reducdo de cultivares com alta produgdo e os graves problemas fitossanitarios
tenham induzido a baixa produtividade do cultivo da banana no Brasil (FIRETTI et al., 2024).
A banana é alvo de doencas ao longo dos diferentes estagios da cultura, especialmente no
periodo pés-colheita. Essas doencas sdo causadas por um complexo de fungos filamentosos
que afetam seriamente a qualidade nutricional e comercial da banana, incluindo o fungo
ascomiceto Thielaviopsis ethacetica, o agente causal da podriddo da coroa da banana (DE
MELO et al., 2016). Esse fungo saprofito, descrito anteriormente como Thielaviopsis
paradoxa (MBENOUN et al.,, 2014) também é o agente responsdvel pela podriddo do
abacaxi, podriddo da cana-de-acgucar e podriddo basal da palma (BORGES et al., 2019).

Thielaviopsis ethacetica é um fungo que pode sobreviver por um longo periodo no solo
e é considerado um patdgeno de dificil controle fitossanitario. Assim, o presente estudo
explora o potencial dos 6leos essenciais de plantas nativas brasileiras, como Annona
acutiflora, Xylopia ochrantha, Cymbopogon citratus e um composto volatil padrdo, como o
cinamaldeido. Em vista de varias limitacdes dos dleos essenciais, como alta volatilidade,
hidrofobicidade e sensibilidade a luz, propde-se a aplicacdo de técnicas de emulsificacdo por
métodos de baixa e alta energia para superar essas limitaces fisico-quimicas e aplicar os
derivados de plantas contra o fitopatdgeno T. ethacetica. Além disso, foi avaliado o efeito
de formulagdes emulsificadas sobre as propriedades fisico-quimicas da banana durante o
armazenamento com temperatura controlada.

O Estudo 2 desta tese aborda um problema enfrentado pela cadeia produtiva do
tomate em sua fase pds-colheita, a doenca causada pelo fungo Alternaria alternata
(SHARMA et al., 2021). O tomate é uma das hortalicas cultivadas em todo o mundo,
destinada ao consumo in natura ou como insumo para o processamento industrial. Seus
diversos usos culindrios e seu alto valor nutricional o tornaram um produto altamente
demandado que gera retornos econdmicos altos (DELICES et al., 2019). O Brasil nos ultimos
anos se posicionou como um dos maiores produtores de tomate da América Latina (FAOQ,
2023). No entanto, as etapas de pds-colheita dessa hortalica sdo altamente criticas, pois
enfrentam fatores abidticos e bidticos, como fungos degradadores, que podem afetar
drasticamente o produto (KHATRI et al., 2020). Embora A. alternata seja um fungo presente
em todos os estagios de desenvolvimento do tomate, seu efeito durante a fase pds-colheita,
causando a pinta preta, é considerado devastador para a producdo final (MOGHADDAM et
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al., 2019). Além disso, este fungo também ataca outras culturas, como algoddo, manjerona,
aveia, caqui, cevada, feijdo, crisantemo, mamao, fumo e maca no territério brasileiro (MAPA,
2016), e seu controle por meio de estratégias sustentaveis é uma necessidade para o setor
agroalimentar.

Assim, o Estudo 2 baseia-se na hipdtese de que a aplicacdo do dleo essencial de
Cymbopogon citratus, um derivado vegetal descrito como tendo propriedades
antimicrobianas (KAMSU et al., 2019; MACEDO et al., 2020), poderia ser um agente eficaz
no controle do fungo agressivo da pinta preta em tomate. Para isso, a atividade fungistatica
e fungicida do 6leo sobre os conidios do fitopatdgeno foi avaliada em condicdes in vitro.
Além disso, para aprimorar seu efeito e evitar as limitacdes da aplicacdo de dleos essenciais
em alimentos, foi proposto a microencapsulacdo do derivado vegetal promissor por
coacervacdao complexa usando biopolimeros amplamente utilizados na indUstria alimenticia,
como o alginato e a gelatina tipo B. Posteriormente, revestimentos comestiveis a base de
amido de mandioca foram desenvolvidos e caracterizados para servir como matrizes
transportadoras de microparticulas contendo o derivado vegetal promissor. O efeito in situ
dos revestimentos bioativos sobre os parametros fisico-quimicos dos tomates durante o
armazenamento de prateleira, com e sem infecgdo artificial por conidios de A. alternata, foi
avaliado.

Em sintese, a presente tese busca explorar as propriedades antifungicas de derivados
de plantas do estado do Rio de Janeiro que, quando aplicados de forma biotecnoldgica,
possam contribuir para o controle da deterioracdo fungica na fase pods-colheita de duas
frutas modelo de importancia social e econémica para o Brasil. Dos dois estudos do presente
projeto, serdo elaborados dois artigos cientificos. Adicionalmente, no Apéndice A apresenta-
se a lista de artigos ou capitulos de livros que foram publicados ou que estdo sob edicdo pelo

autor da tese.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O IMPACTO DE PATOGENOS NA PRODUCAO AGRICOLA

O aquecimento global e seus efeitos no clima terdo uma contribuicdo cada vez mais
forte para a sobrevivéncia e a atuacdo de muitos patdgenos durante as proximas décadas
(ALMEIDA; RODRIGUES; COELHO, 2019; SINGH et al., 2023). A acdo patogénica das espécies
fungicas envolve afecgdes humanas, mas também impacta a salde animal e as culturas
agroalimentares (ALMEIDA; RODRIGUES; COELHO, 2019). As doencas agricolas sdo um
processo fisioldgico anormal local ou sistémico em uma planta causado pela infestacdo
continua e prolongada de fitopatogenos, e afetam negativamente a salde e a produtividade
de uma ampla gama de plantas hospedeiras (FISHER et al., 2012; SINGH et al., 2023; TYAGI
et al., 2020; ZHANG et al., 2020). A degradacdo microbiana tem sido considerada como
principal fator responsavel pelo desperdicio de frutos em todo o mundo (YANG et al., 2017),
de forma que foram identificadas perdas financeiras substanciais acima dos USS$ 220 bilhdes
de dodlares anuais na cadeia de producdo agricola mundial devido a acdo de patdgenos
microbianos e pragas (SINGH et al., 2023). Estima-se que cerca de um ter¢o das culturas
alimentares sejam destruidas a cada ano por doencas agricolas fungicas, o que agrava cada
vez mais a situacdo de pobreza no mundo (FISHER et al., 2012).

De acordo com as estatisticas globais de 2009 a 2010, as cinco culturas mais
importantes do mundo - trigo, arroz, milho, batata e soja - sofreram perdas consideraveis
induzidas por fungos fitopatogénicos (FISHER et al., 2012). As previsdes indicam que, no caso
hipotético dessas cinco culturas serem completamente devastadas simultaneamente por
doencas fungicas, mais de 60% da populagdo mundial estaria em situacdo de risco alimentar
(FISHER et al., 2012). Outras culturas produzidas estritamente na regido tropical, como
especiarias, mangas, café, bananas e alguns frutos secos, sdo fortemente afetadas por
infeccBes fungicas o que impacta ainda mais o cenario alimentar no mundo (ALMEIDA,;
RODRIGUES; COELHO, 2019). Fungos fitopatogénicos também podem gerar prejuizos a
seguranca alimentar devido a contaminacgdo por micotoxinas que estes produzem durante
a etapa de armazenamento de frutos, grios e frutos secos (ARCELLA; ESKOLA; GOMEZ RUIZ,
2016). A falta de tecnologias de biodefesa agricola, principalmente na regido neotropical,

ameaca as economias dos paises em desenvolvimento, além de gerar um risco alimentar



para os paises desenvolvidos, onde ndo existem condi¢cGes climdticas e ambientais para
realizar a producdo de certos alimentos. Enquanto isso, apesar desse panorama
preocupante, as doencgas fungicas continuam a ser subestimadas na politica de
desenvolvimento global mesmo no setor clinico, no qual poderiam facilmente ser
consideradas doencas tropicais negligenciadas e receber uma maior atencdo (ALMEIDA,;
RODRIGUES; COELHO, 2019). Portanto, a formulacdo de estratégias sustentdveis de controle
de fungos fitopatogénicos da cadeia de producdo agricola € imperativo a fim de prevenir e
combater os diferentes efeitos adversos destes fungos sobre as culturas e seus produtos
agricolas. Das culturas de grande importancia econdmica e produtiva no territorio brasileiro
sdo as culturas da banana e o tomate, que também sdo fortemente expostas a doencas

causadas por fungos filamentosos (DE MELO et al., 2016; ZORZI TOMAZONI et al., 2019).

2.1.1. IMPORTANCIA E LIMITAGOES DA CULTURA DA BANANA

A banana (Musa spp., familia Musaceae) é uma planta perene conhecida em todo o
mundo por seus frutos comestiveis (MASEKO et al., 2024). E uma planta tropical que requer
chuvas distribuidas, solos Umidos e uma temperatura étima de 28 °C, com limites térmicos
entre 15 e 35 °C (BORGES, et al, 2009). Essa planta tem um alto consumo de agua e,
portanto, exige uma precipitacdo mensal minima de 150 mm. A banana geralmente cresce
em solos franco-arenosos com porosidade e drenagem suficientes, com altos niveis de
nutrientes e pH entre 5 e 7,5 (MEJIA, 2013). E uma planta anual que cresce em altitudes de
até 2.000 m acima do nivel do mar, e um amplo espectro de radiacdo solar, pois pode crescer
em regides de alta nebulosidade (184 umol m= s1) até alta irradidncia (1.500 umol m=2 s?)
(MEJIA, 2013).

A cultura da banana desempenha um papel socioeconémico relevante nos paises em
desenvolvimento, pois essa cultura permite a geracdo de renda e contribui para a seguranca
alimentar de muitas comunidades (AMORIN; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011; FAOQ, 2024;
MASEKO et al., 2024). A banana é uma das frutas mais cultivadas no mundo devido ao seu
baixo custo e alto valor nutricional, estando presente em mais de 130 paises em dreas
tropicais e subtropicais (AMORIN; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011; KUYU; TOLA, 2018).
Além das caracteristicas sensoriais, como textura e sabor, os diferentes potenciais
nutricionais da banana fazem dela uma das frutas mais atraentes e populares no consumo

mundial de frutas (KUYU; TOLA, 2018). As bananas sdo fonte de fibra alimentar, potassio,

5



magnésio, fosforo, vitamina B6, vitamina C, vitamina B12, manganés, baixo teor de gordura,
alta contribuicdo caldrica, acidos fendlicos, flavonoides, catecolaminas e terpendides
(AMORIN; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011; KUYU; TOLA, 2018; MASEKO et al., 2024)

A cultura da banana contribui com a producdao mundial de frutas. Estima-se que 90%
das importacBes de banana nos paises em desenvolvimento sejam provenientes da
producdo nas Américas Central e do Sul e nas Filipinas (FAO, 2024). De acordo com relatérios
da Organizacdo das Nac¢Ges Unidas para Agricultura e Alimentacdo, a producdao mundial de
banana em 2022 atingiu mais de 136 milhdes de toneladas, das quais 14% foram produzidas
na Ameérica do Sul (FAO, 2023). O Brasil destaca-se entre os dez maiores produtores de
banana do mundo, com uma producdo de 6,8 milhdes de toneladas em uma area cultivada
de 457.910 ha (Figura 2a) (FAO, 2023). A producdo de banana nacional nos ultimos 10 anos
foi superior a 6,5 milhdes de toneladas, sendo varidveis, mas com uma tendéncia de
aumento no rendimento da producdo (relagdo entre volume produzido por unidade de area
cultivada), conforme ilustrado na Figura 2b. De acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), o valor da producdo da banana atingiu valores acima de 8,6
bilhdes de reais, o que representou 1,05% da renda total da produgdo agricola nacional em

2022 (IBGE, 2023).
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Figura 1 - Indices de produgdo de banana no mundo e no Brasil. a) Ranking dos maiores produtores
de banana durante o ano 2022 no mundo. b) Producdo e rendimento da cultura bananeira no Brasil
durante os ultimos dez anos. Fonte: Elaboracdo do autor baseado em dados extraidos da Base de
Dados FAOSTAT (FAO, 2023).



No entanto, a cadeia produtiva da banana enfrenta desafios significativos que limitam
o seu potencial de mercado, resultando em perdas de até mais de um terco da producdo
(DE MELO et al., 2016). O desenvolvimento da podriddo pds-colheita é estimulado por
fatores fisioldgicos como a producdo de etileno e fatores abidticos (BORGES, et al., 2009).
Essa podriddo, causada por fungos filamentosos endofiticos, impede a venda do fruto ao
consumidor, pois o fruto é degradado por patégenos durante as etapas de transporte e
comercializacdo (DE MELO et al., 2016). Embora a podriddo ocorra na coroa da banana, ela
pode se estender ao caule. A podriddo € caracterizada por um rdpido endurecimento da
fruta, com escarificacdo externa da casca e amolecimento interno da polpa (FRANCA et al.,
2024). O complexo fungico diversificado, incluindo Colletotrichum musae (Berk. & Curt.) Von
Arx., Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg, Fusarium. musae Van Hove, Fusarium
proliferatum (Matsush.) Nirenberg, Fusarium semitectum Berk. & Ravenel, Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., e Thielaviopsis paradoxa (De Seynes) Hohn, é

responsavel por esta doenca agricola (DE MELO et al., 2016; FRANCA et al., 2024).

2.1.1.1. Thielaviopsis ethacetica

O fungo ascomiceto Thielaviopsis paradoxa (T. paradoxa) é um anamorfo do
Ceratocystis paradoxa que, por sua vez, era conhecido como um fitopatégeno amplamente
distribuido no mundo que tinha incidéncia negativa em plantas monocotiledoneas e seus
orgdos senescentes em regides tropicais e subtropicais (BORGES et al., 2019; MBENOUN et
al., 2014). No entanto, a partir de uma analise filogenética rigorosa de dados de
sequenciamento de DNA de trés regides genéticas (60S, LSU, MCM7) de isolados de
Ceratocystis de diferentes linhagens, foram distinguidas dentro de complexos fungicos com
atributos morfoldgicos e ambientais semelhantes (DE BEER et al., 2014). No complexo
Thielaviopsis paradoxa sensu lato, foram distinguidos trés clados. No primeiro clado, foram
designadas as espécies T. euricoi e T. paradoxa s. str, no segundo clado foram agrupadas
duas espécies patogénicas com morfologia semelhante e de importancia patogénica na fase
pos-colheita, como T. ethacetica e T. musarum, e, finalmente, no terceiro clado foram
compiladas as espécies que representam T. paradoxa s. lat, T. cerberus e T. radicicola (Bliss)

ZW De Beer & WC Allen (DE BEER et al., 2014; MBENOUN et al., 2014).



Apesar disso, o fungo continua sendo catalogado como Ceratocystis paradoxa na
literatura e nas entidades oficiais da agricultura brasileira (BORGES et al., 2019; DE MELO et
al., 2016; NASCIMENTO et al., 2020; PINHO; DUTRA; PEREIRA, 2013). No trabalho de Melo
et al. (2016) foi apontado que, um isolado (CMM 1739) de frutos de Cocos nucifera relatado
como T. paradoxa por Pinho, Dutra e Pereira (2013), poderia ser classificado como T.
ethacetica de acordo com o estudo de Mbenoum et al. (2014) e Melo et al. (2016). Por sua
vez, Borges et al. (2019) relataram que, por meio de analises filogenéticas das sequéncias
combinadas dos genes ITS e TEF-1a de isolados fungicos, foi possivel identificar Thielaviopsis
ethacetica como o agente da doenca podriddo do abacaxi na cultura da cana-de-agucar no
Brasil, comumente associada a T. paradoxa. Além disso, Nascimento et al. (2020) relataram
T. ethacetica como responsavel pela podriddo basal da palma de éleo. De Melo et al. (2016)
identificaram em um teste de patogenicidade artificial que T. ethacetica (CMM 1739) junto
a T. musarum (CMM 1525) foram capazes de causar podriddo em bananas cv. 'Prata-Anad'
apos 8 dias de incubacdo. Os fungos patogénicos causaram uma casca escura com arranhdes
em sua superficie, além de produzir micélio cinza e escurecer e amolecer a polpa, o que
impede seu consumo (DE MELO et al., 2016).

Esse fungo ascomiceto saprofito pode sobreviver por um longo periodo, persistindo
tanto na forma de endoconidios (conidios primarios e conidios secundarios) quanto de
aleuroconidios (MBENOUN et al., 2014). As coldnias no meio nutritivo batata dextrose agar
(BDA) sdo inicialmente hialinas, tornando-se brancas a preto-acastanhadas com o periodo
de crescimento (Figura 2). O micélio em uma placa é formado por discos com coloragcdo
marrom a acastanhada. Do ponto de vista microscdpico, os conidios primarios de T.
ethacetica sdo hialinos, cilindricos, asseptados, formando longas cadeias, medindo 4,0 - 14,5
x 4,0 - 8,0 um. Os conidios secundarios sdo inicialmente oblongos e hialinos, mas se
desenvolvem em conidios ovais marrons e tém uma parede espessa com dimensd&es de 10,5-
16,5 um por 6,0 - 8,5 um. Além disso, esse fungo produz um tipo de conidio de sobrevivéncia
chamado aleuroconidios (clamiddsporos), que se forma em cadeias curtas e é ovoide a

subgloboso com uma parede espessa (MBENOUN et al., 2014).



Figura 2 - Morfologia do fungo Thielaviopsis ethacetica. a) Colénia do fungo crescido em placa de
BDA a 7 dias a 28 °C. b) Microscopia onde observa-se a expulsdo de uma cadeia de aleuroconidios
(AC) hialianos a partir de uma fialide especializada (F-AC); c) conidios primarios (Cp) e conidios
secundarios (Cs) do fungo; d) expulsdo de conidios primarios (cp) a partir de uma fialide especializada
(F-Cp). Fonte: Elaboracdo do autor.

2.1.2. CARACTERISTICAS E LIMITAGOES DA CULTURA DO TOMATE

O tomate (Lycopersicon esculentum L.) € uma das principais hortalicas cultivadas
globalmente, tanto para consumo in natura quanto para processamento industrial
(BERTUZZI et al., 2021; DELICES et al., 2019; SANZANI et al., 2019). Essa planta, nativa da
regido andina da Ameérica do Sul (ADHIKARI; OH; PANTHEE, 2017), ocupa um lugar
importante na dieta didria e nas tradi¢cdes culindrias de muitos paises (MOGHADDAM et al.,
2019). Esse produto é uma excelente fonte de fibras, proteinas e acido ascérbico (MUNOZ
CASTELLANOS et al., 2020; SANZANI et al., 2019) e contém um poderoso antioxidante
natural conhecido como licopeno, responsavel por prevenir a degeneracdo muscular,
doencas da prostata e do coracdo (ABDEL-MOTAAL et al., 2020; ADHIKARI; OH; PANTHEE,
2017; YASSER et al., 2019). Assim, seu uso diversificado e seu alto valor nutricional fazem
dele um produto de alta demanda (ADHIKARI; OH; PANTHEE, 2017), o que gera grandes
ganhos econdmicos (DELICES et al., 2019).

No ano 2022, a producdo mundial de tomate atingiu um volume aproximado de 186
milhdes de toneladas. No mesmo periodo, o Brasil registrou uma producdo de 3,8 milhGes
de toneladas de tomate com uma area de colheita de 54,5 mil hectares (FAO, 2023),
destacando-se como um dos maiores produtores da América Latina (Figura 4a). No entanto,
como mostra a Figura 3b, foi observada uma reducdo gradual na producdo de tomate no
Brasil, especialmente nos ultimos cinco anos. Esta tendéncia esta diretamente relacionada

a reducdo das areas colhidas, conforme indicado pelos dados oficiais.
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Figura 3 - Producdo de tomate no mundo e no Brasil. a) Ranking dos maiores produtores de tomate
durante o0 ano 2022 no mundo. b) Producdo e rendimento da cultura de tomate no Brasil durante os
Ultimos dez anos. Fonte: Dados extraidos da Base de Dados FAOSTAT (FAO, 2023).

No entanto, os frutos de tomate sdo altamente suscetiveis a deterioracdo devido as
suas altas taxas de respiracdo e transpiracdo e a taxa de amadurecimento induzido, além de
serem alvo de degradacdo por patégenos de plantas (KHATRI et al., 2020). Apesar de ser
cultivada em todo o mundo, essa planta tem diversidade genética restrita, o que a torna
altamente suscetivel a estresses abidticos (temperaturas extremas, alta umidade e poluicdo
ambiental), pragas de insetos e doencas, além de atributos sensoriais reduzidos (DELICES et
al., 2019; SHARMA et al., 2021). Entre algumas das doencas fungicas que afetam fortemente
a produtividade das culturas de tomate estdo: requeima (Alternaria solani), tombamento
(Pythium sp.), podriddo do colarinho (Sclerotium rolfsii), requeima (Phytophthora infestans),
murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) e requeima de alternaria e a

pinta preta (Alternaria alternata) (SHARMA et al., 2021).

2.1.2.1. Alternaria alternata

Um dos patogenos com alto impacto produtivo e econdmico na cultura do tomate é
o fungo filamentoso Alternaria alternata (Fr.) Keissl (A. alternata) (ADHIKARI; OH; PANTHEE,

2017; AUNG et al., 2020; FAGUNDES et al., 2013). Este fungo pode penetrar na pele dos
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tomates para infectar por meio de lesdes causadas por cicatrizes de cadlix, ferimentos por
insetos, além do manuseio incorreto na etapa de coleta e transporte (Figura 4). Alids, a
germinacdo de conidios do fungo é estimulada na camada superficial do fruto pelos altos
niveis de umidade provenientes de chuva, orvalho ou irrigacdao excessiva (SANTOS; MATTOS;
MORETTI, 2016). O fungo Alternaria spp. se caracteriza por apresentar conidios em forma
de clube, as vezes com bico que tem septos horizontais que podem ser produzidas em cadeia
o de maneira individual de acordo a espécie. As hifas apresentam pigmentacdo escura pela
melanina que serve como mecanismo protetor do fungo contra o estresse ambiental e que
permite a sobrevivéncia dos conidios no solo por longos periodos (SANTOS; MATTOS;

MORETTI, 2016).

Figura 4 — Tomate infectado pelo fungo Alternaria alternata com observagdo microscépica dos
conidios. Visualizagao de conidios de A. alternata com magnificagdao de 400x. Fonte: Elaboragdo do
autor.

O fungo A. alternata pode afetar o tomateiro em todos os estagios de
desenvolvimento, especialmente nas fases de colheita, sendo catalogado como um dos
estresses bidticos mais devastadores em todo o mundo (MOGHADDAM et al., 2019). Estima-
se que as perdas econdmicas na producdo de tomate na India, EUA, Australia, Israel, Reino
Unido e Brasil devido a esse patogeno estejam entre 35% e 80% (MARTINKO et al., 2022;
MOGHADDAM et al., 2019; YASSER et al., 2019). Além de causar a pinta preta, a A. alternata
é uma grande produtora de micotoxinas, que restringem a comercializacdo dos frutos,
causando ndo apenas perdas econdmicas, mas também um risco potencial a salde publica
(ARCELLA; ESKOLA; GOMEZ RUIZ, 2016). De acordo com um relatério da Autoridade

Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA), os derivados de tomate tém altas concentracdes

11



de micotoxinas produzidas por espécies de Alternaria na Europa (ARCELLA; ESKOLA; GOMEZ
RUIZ, 2016). Especificamente, descobriu-se que o dcido tenuazonico é a toxina de Alternaria
mais prevalente no concentrado de tomate do norte da Itdlia (BERTUZZI et al., 2021) e em
tomates frescos e secos de uma regido do sul da Italia (SANZANI et al., 2019). A EFSA publicou
um relatério cientifico indicando que a ingestdo cronica de micotoxinas de Alternaria spp.
pela comunidade europeia excede o limite de alerta toxicolégico (PICCIONE, 2022). Mas a
problemadtica sanitaria também estd presente no territorio brasileiro. Um estudo
determinou que em duas marcas comerciais de ketchup na regido Centro-Oeste do Brasil,
estdo presentes o alternariol (AOH) e o alternariol monometil éter (AME), duas micotoxinas
produzidas por A. alternata (SANTOS; MATTOS; MORETTI, 2016).

Tradicionalmente, o controle de fitopatdgenos tem sido realizado com a aplicacdo
de fungicidas sintéticos (ADHIKARI; OH; PANTHEE, 2017; FAGUNDES et al., 2013). No
entanto, os efeitos negativos desses compostos geraram a necessidade de buscar
alternativas mais seguras e eficientes para o controle fitossanitario (DUARTE et al., 2022). A.
alternata foi identificado como um patégeno de dificil controle e resistente aos pesticidas
usados atualmente (AUNG et al., 2020; MARTINKO et al., 2022; YANG et al., 2019). Portanto,
varias alternativas foram adotadas para controlar essa espécie a fim de melhorar a vida util
do tomate, incluindo armazenamento a frio em um ambiente controlado, tratamento com
radiacdo ionizada, controle biolégico, imersdo em uma solucdo de aditivo alimentar
(FAGUNDES et al., 2013), dgua quente (YASSER et al., 2019) e embalagens biodegradaveis

como biofilmes e revestimentos comestiveis (LANDI et al., 2021).

2.2. PROBLEMAS NO CONTROLE FITOSSANITARIO CONVENCIONAL

Embora todos os setores produtivos gerem impactos ao meio ambiente, a agricultura
como uma importante locomotiva econdmica é atualmente um setor de preocupacdo a nivel
mundial devido aos insumos quimicos usados para controlar pragas e doencas fitossanitarias
nas lavouras (UPADHAYAY et al., 2020). Inicialmente, a aplicacdo de fungicidas sintéticos
mostrou-se como uma tecnologia que revolucionaria o agronegdcio, no entanto, ao longo
das décadas, uma ampla gama de efeitos adversos foi identificada (TILOCCA; CAO; MIGHELI,
2020). Diferentes estudos cientificos nacionais e internacionais determinaram que o uso de
agrotoxicos coloca em risco a seguranca ambiental e a saude humana (CARNEIRO et al.,

2015; FENG et al., 2023; TILOCCA; CAO; MIGHELI, 2020). Desde uma valoracdo ambiental,
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essa classe de produtos, quando exposta ao meio ambiente, torna-se fator poluente do ar,
das aguas superficiais e subterraneas, afetando também a fauna e a flora presentes nos
diferentes ecossistemas circundantes das areas de plantio (FENG et al., 2023; NURNADIRAH;
NENI; YUZIAH, 2018; ZAHARI et al., 2014). Além disso, estudos cientificos concluiram que os
agrotéxicos podem afetar a saude humana tanto dos trabalhadores agricolas e das
populacBes préximas aos cultivares, quanto dos consumidores finais de alimentos
(CARNEIRO et al., 2015; HESHMATI et al., 2020). Os efeitos negativos na saude humana
incluem danos gastrintestinais, enddcrinos, reprodutivos e neuroldgicos, neoplasias, mortes
acidentais e suicidios (CARNEIRO et al., 2015; PERES; MOREIRA, 2007).

Apesar da situagao alarmante a nivel mundial, atualmente é permitido o uso de mais
de 500 principios ativos de agrotéxicos no Brasil, sendo uma quinta partes deles proibidos
pela Unido Europeia (GONCALVES, 2016). Um levantamento conduzido pela Empresa de
Pesquisa Agropecudria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO-RIO) no ano 2007 revelou que,
dos 32 agrotdxicos mais utilizados nas lavouras do Estado, 17 deles apresentavam restricdes
severas em outros paises. Além disso, oito desses pesticidas foram totalmente proibidos em
outras nagdes (PERES; MOREIRA, 2007). A problematica dos agrotoxicos estende-se ao
consumidor final, uma vez que residuos desses compostos quimicos podem ser encontrados
nas proprias frutas tanto no exterior (HESHMATI et al., 2020) como dentro do territorio
brasileiro (GONCALVES, 2016; INCA, 2023).

Adicionalmente, Perez e Moreira (2007) em seu estudo de campo sobre a perspectiva
social dos agrotdxicos em uma area agricola no Estado do Rio de Janeiro determinaram que,
apesar de os agricultores pesquisados conhecerem os efeitos expostos, as pessoas acabaram
legitimando uma pratica perigosa como aplicacdo de agrotdxicos devido a falta de
alternativas mais seguras para o controle agricola. Portanto, instituicGes como a Fundacdo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), a Associacdo Brasileira de Satude Publica (ABRASCO) e o Instituto
Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) tém alertado sobre os efeitos graves
e irreversiveis provocados por este tipo de produtos na agricultura (CARNEIRO et al., 2015;
INCA, 2023). Congruentemente, o INCA recomendou a implementacdo de alternativas
fitossanitarias focadas em estratégias da agroecologia, que sejam tdo eficazes no controle

guanto seguras e menos poluentes (INCA, 2023).
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2.3. BIOPRODUTOS COMO AGENTES ALTERNATIVOS

Devido a problematica existente com o uso indiscriminado de agrotoxicos, diferentes
alternativas tém sido propostas, sendo uma delas a pesquisa e desenvolvimento de produtos
biotecnolodgicos a partir de compostos ativos de plantas e microrganismos (MIASTKOWSKA
et al., 2020; TILOCCA; CAO; MIGHELI, 2020). Um desses produtos de desenvolvimento para
o setor agricola sdo os biofungicidas que de maneira geral apresentam menores efeitos
colaterais na eficiéncia agronémica, no ambiente e na salde humana pelos baixos valores
de toxicidade e facilidade de biodegradacdo (DAMALAS; KOUTROUBAS, 2020). Também, os
biofungicidas trazem beneficios indiretos como a menor probabilidade de inducdo de
resisténcia dos fungos a esses produtos (DE SOUZA FERREIRA et al., 2018, NEWMAN;
CRAGG, 2012).

Apesar da ampla quantidade de estudos cientificos que demostram as eficientes
propriedades antimicrobianas de substancias de origem vegetal, ainda sdo poucos os
produtos que sdao formulados e comercializados no mercado utilizando bioprodutos de
origem vegetal para atender toda a demanda da agricultura organica e substituir os
pesticidas sintéticos convencionais (ZAKER, 2016). No ano 2020, o Brasil reportava uma
limitada oferta de produtos fitossanitarios de origem natural. O Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou o registro de 119 produtos fitossanitarios com
uso aprovado para a agricultura organica de origem bioldgico ou microbioldgico no pais,
sendo os inseticidas o maior tipo de bioprodutos mais diversificados e especializados,
enquanto existem um baixo niumero de bioprodutos acaricidas e fungicidas no mercado
brasileiro como se mostra na Figura 6, dos quais 76% correspondem a inseticidas, 17.1% a

acaricidas, 4.8% a fungicidas y 2.1% a nematicidas (MAPA, 2016).

2,10%

H" 17,10%

4,80%

= Nematicida

® Fungicida
Acaricida

= |Inseticida

Figura 5 - Atividades dos produtos fitossanitarios com uso aprovado para a agricultura organica no
Brasil. Fonte: Baseado em dados de cadastro publicado pelo Ministério de Agricultura, Pecudria e
Abastecimento do Brasil (MAPA, 2016).
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2.4. RIQUEZA VEGETAL COMO FONTE DE SOLUGCAO

As plantas aromaticas tém sido, claramente, parte integrante das tradi¢cdes e culturas
etnobotanicas em todo o mundo (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018). Essas plantas tém sido
continuamente usadas como um recurso botanico econdmico para varias finalidades,
incluindo ritos religiosos, preparacdes saudaveis, higiene ambiental, aplicagGes terapéuticas,
perfumaria, cosméticos e como agentes repelentes de insetos (GUERRINI et al., 2023). Entre
as formas extrativas mais comuns de plantas, destacam-se as infus@es, os extratos vegetais
e os Oleos essenciais. Deste modo, existe um crescente interesse pelas diversas atividades
gue apresentam os 6leos essenciais tais como larvicida, inseticida, antiviral, entre outros
(SCARIOT et al., 2020; TOMAZONI et al., 2017; ZAKER, 2016). Uma ampla gama de estudos
tem comprovado as atividades antifungicas de diferentes dleos essenciais extraidos de
plantas aromaticas (ANTONIOLI et al., 2020; COSTA et al., 2020; FENG et al., 2023; PEDROTTI
et al., 2022; ZORZI TOMAZONI et al., 2019) Estes atributos sdo favoraveis para uma ampla
serie de industrias, especialmente, na industria alimenticia, onde os éleos essenciais podem
ser aplicados como conservantes alimentares, usados em embalagens e contra os patdgenos

geradores de intoxicacdo alimentares (ASBAHANI et al., 2015; OTONI et al., 2014).

2.4.1. OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais sao derivados vegetais amplamente usados na indUstria cosmética
e na medicina tradicional, devido a suas multiplas potencialidades bioldgicas. Os dleos
essenciais sdo uma mistura complexa e heterogénea de hidrocarbonetos monoterpenos
(C10) e sesquiterpenos (Cis) e moléculas hidrogenadas, assim como fenilpropandides,
alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, fendis e acidos organicos (TOMAZONI et al., 2017). Estes
sdo produtos quimicos volateis produzidos pelo metabolismo secundario de plantas
aromaticas (SCARIOT et al., 2020), resultantes da resposta da planta a estimulos externos,
também atuando como mecanismo de defesa contra insetos e micrébios (ASBAHANI et al.,
2015). Estes compostos sdo armazenados em células epidérmicas, dutos secretos e canais
glandulares tricomas de plantas, e podem ser extraidos de sementes, frutos, flores, folhas,

caules e raizes (ASBAHANI et al., 2015; DE SOUZA MOURA et al., 2020).
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2.4.1.1. Técnicas de obtencao de 6leos essenciais

A obtencdo destes derivados vegetais € um quesito de alto interesse para diferentes
industrias levando ao desenvolvimento de diferentes técnicas de extracdo. Ha varias
técnicas de extracdo de dleos essenciais, tanto tradicionais quanto modernas (SUNDAR;
PARIKH, 2023). Os métodos convencionais incluem hidrodestilacdo, extracdo com vapor de
agua, enfleurage, extragdo com solvente organico e prensagem a frio. Enquanto isso, as
técnicas modernas compreendem a extracdo de fluidos supercriticos, liquidos de extracao
subcriticos como Hz e CO,, extracdo assistida por ultrassom, extracdo assistida por micro-
ondas, extracdo por micro-ondas sem solvente, hidrofusdo por micro-ondas e gravidade
(ASBAHANI et al., 2015). Neste trabalho especifico, a hidrodestilacdo e o arraste a vapor
foram os métodos usados para a obtengdo dos dleos essenciais de estudo.

A hidrodestilacdo é um processo usado para extrair oleo essencial de plantas
aromdticas usando vapor saturado a pressdo atmosférica (ALVAREZ; MELENDEZ; COSIO,
2012). Nesse processo, o material vegetal moido, triturado ou inteiro entra em contato
direto com a 4gua, sendo colocados em uma manta térmica acoplada ao aparelho de
destilacdo. A mistura é entdo aquecida e o vapor de dgua gerado passa pelas paredes
celulares do material vegetal, liberando os 6leos essenciais. Esses 6leos sdo transportados
para a parte superior do hidrodestilador pelo vapor circundante, que também os protege do
superaquecimento. A mistura de dleo essencial/vapor é entdo condensada a temperatura
ambiente no condensador e separada da agua em um decantador dinamico pela diferenca
de densidade e viscosidade entre o dleo e a dgua (ALVAREZ; MELENDEZ; COSIO, 2012). O
processo de destilacdo a vapor é semelhante ao da hidrodestilacao, exceto pelo fato de que
o material vegetal é colocado em um recipiente separado e o vapor superaquecido é gerado
em outro recipiente (ASBAHANI et al., 2015).

A Farmacopeia Europeia, em sua terceira edi¢cdo, recomenda a execucdo da técnica de
extracdo de dleos essenciais pelo sistema Clevenger, pois permite a determinacdo dos
rendimentos dos 6leos essenciais e a reciclagem dos condensados em um sistema de
cohogabe. As vantagens do processo de hidrodestilacdo sdo que ele é realizado abaixo de
100 °C e ndo sdo usados solventes organicos, razdo pela qual é considerado um processo

econdmico e ecolégico. No entanto, o longo periodo de extracio (3 a 6 h),
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sobreaquecimento e degradacdo e/ou reacdo de compostos quimicos dos dleos essenciais

s30 os limitantes da técnica de hidrodestilacdo (ALVAREZ; MELENDEZ; COSIO, 2012).

2.4.1.2. Métodos de caracterizacdao quimica dos dleos essenciais

Diferentes estudos demonstraram que fatores ambientais (temperatura,
precipitacles, sazonalidade), geograficos, genéticos e agrondmicos (fertilizantes, tipo de
solo, infestacdo por insetos) podem influenciar a composi¢do dos éleos essenciais de uma
planta, de modo que a diversificacdo quimica pode ser identificada em derivados de uma
mesma espécie (ALVES et al., 2016; SAMPAIO et al., 2016). Para determinar a composicdo
guimica dos d6leos essenciais, sdo utilizadas técnicas de cromatografia gasosa (CG) e
espectrofotometria de massa (EM). Esses métodos permitem a identificacdo e a medicao
precisa das porcentagens relativas dos compostos presentes na fracdo volatil (ALVAREZ;
MELENDEZ; COSIO, 2012).

A CG opera separando uma ou mais misturas de compostos com base em suas
propriedades de polaridade, pressdao de vapor e volatilidade (STAUFFER; DOLAN; NEWMAN,
2008). O equipamento utilizado é composto por uma fonte de gds, um sistema de injecdo,
um sistema de forno, uma coluna cromatografica, um sistema de deteccdo e um sistema de
registro. O gds de arraste, como hidrogénio, nitrogénio ou hélio, é usado porque tem
adsorcdo minima. Ha dois tipos de colunas cromatograficas: colunas empacotadas e colunas
capilares. Em geral, durante a analise, uma aliquota da amostra é injetada e arrastada por
um fluxo de gas inerte (fase mdovel) a uma temperatura alta, que é controlada por um formo
e é direcionada para uma coluna cromatografica (fase estacionaria). A separacdo dos
componentes da mistura é produzida por meio de um mecanismo de absorcdo gds-solido
ou particdo gas-liquido ou uma combinacdo de ambos os mecanismos. Por fim, as
substancias separadas passam pelo sistema de detecgdo e pelo sistema de registro,

permitindo uma andlise precisa (STAUFFER; DOLAN; NEWMAN, 2008).

2.5. BIOPROSPECCAO ANTIFUNGICA DE MATERIAL VEGETAL PROCEDENTE
DO BRASIL

O Brasil é considerado um dos principais centros de biodiversidade no mundo, sendo

o habitat de diversas populacdes floristicas, o que fornece uma importante fonte de
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diferentes compostos naturais biologicamente ativos. As estruturas quimicas presentes
nestes derivados vegetais podem se tornar em proeminentes fontes de modelos
moleculares para o desenvolvimento de novos produtos como medicamentos,
agroquimicos, cosméticos, fragrancias e suplementos alimentares (VALLI; RUSSO; BOLZANI,

2018).

2.5.1. ESPECIES VEGETAIS NATIVAS DO BRASIL

No litoral norte do Estado do Rio de Janeiro, encontra-se localizado uma importante
unidade de conservacdo federal com grande relevancia bioldgica e geoldgica, o Parque
Nacional de Restinga de Jurubatiba - PNRJ (MISUMI et al., 2018). Desde a década de 1980, o
Parque tem sido alvo de diferentes estudos bioldgicos, voltados principalmente na
bioprospeccdo de metabolitos secundarios vegetais com propriedades ativas. Este complexo
de biodiversidade é caracterizado por apresentar condicdes ambientais extremas como
elevadas temperaturas, fluxo continuo de vento, altas concentracdes de salinidade e solos
carentes de nutrientes (MELO JUNIOR; BOEGER, 2015). Tais aspectos ambientais fazem com
gue as espécies das formacdes floristicas mais proximas ao litoral sobrevivam em condicdes
severas e com alta limitacdo nutricional. Estas propriedades sdo determinantes na fisiologia
de cada fitocomunidade (MELO JUNIOR; BOEGER, 2015), e podem influenciar na producdo
de metabdlitos secundarios como resposta de sobrevivéncia neste ambiente (COGLIATTI-
CARVALHO, 2002). Portanto, o estudo da bioprospeccdo antifungica de extratos vegetais e
oleos essenciais dessas plantas é visto como uma estratégia que pode contribuir para a
busca de alternativas para o controle sustentdvel dos fitopatdégenos que devastam as
culturas agricolas e causam problemas de saude. No presente estudo, duas espécies
procedentes do PNRJ foram estudadas sobre o potencial antifungico contra o fungo

Thielaviopsis ethacetica.

2.5.1.1. Annona acutiflora

Annona acutiflora, comumente chamada de "araticum" ou "pau-de-guiné", é uma
espécie endémica da Mata Atlantica brasileira (LOBAO; ARAUJO; KURTZ, 2005).
Especificamente, essa espécie de arvore estd presente principalmente nos estados da Bahia,

Espirito Santo e Rio de Janeiro (JBRJ, 2020). Desde um conhecimento etnobotanico, esta
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espécie tem sido tradicionalmente utilizada para producdo artesanal, fins religiosos e
alimenticios (FERNANDEZ et al., 2021). Atualmente, o potencial bioldgico dessa planta tem
sido pouco explorado, o que motiva sua bioprospeccdo em agentes antifungicos. Folly et al.
(2021) descreveram o potencial larvicida contra larvas de Aedes aegypti no terceiro estagio
a partir de uma nanoemulsdo contendo o d6leo essencial foliar desta espécie, extraido por
hidrodestilacdo. Em um trabalho recente de nosso grupo de pesquisa, foi relatado que o
extrato organico da fracdo butandlica das folhas de A. acutiflora apresenta atividade
fungistatica sobre esporos do fungo T. ethacetica a uma concentragdo de 6 mg/mL (DUARTE
et al., 2022). Além disso, nesse estudo foi possivel identificar que esse extrato vegetal ndo
apresentou toxicidade severa sobre as abelhas Apis mellifera, importantes polinizadores em

agroecossistemas (DUARTE et al., 2022).

2.5.1.2. Xylopia ochrantha

Xylopia ochrantha Mart. (X. ochrantha) é uma planta pertencente a familia
Annonaceae e é comumente conhecida como imbid-prego, coracdo e pindaiba (ARAUJO et
al.,, 2019; VIANA; ESTEVES, 2023). Essa espécie arbdérea endémica da Mata Atlantica
brasileira tem ocorréncias nos Estados da Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo e Rio de
Janeiro (FLORA DO BRASIL 2020, 2020; VIANA; ESTEVES, 2023). Albuquerque (2013)
identificou a atividade bactericida do 6leo essencial das folhas de X. ochrantha. Além disso,
0 mesmo autor identificou a atividade antioxidante do Oleo essencial e do extrato dessa
planta, apresentando valores acima de 0,40 mmol TE/g (ALBUQUERQUE, 2013).
Posteriormente, a nanoemulsdao contendo o dleo essencial foliar desta espécie apresentou
resultados promissores em vetores de grande interesse em saude publica, especificamente
moluscos do género Biomphalaria, hospedeiros intermedidrios de agentes etioldgicos da
esquistossomose (ARAUJO et al., 2019). Neste trabalho, foi relatado que a referida
nanoemulsdo apresentou uma concentracdo letal LCsp de 50,91 ppm em 24 h contra o
caramujo Biomphalaria glabrata. Ainda, Viana et al. (2023) determinaram que a
nanoemulsdo do éleo essencial de X. ochrantha apresentou uma LCso de 192,5 ppm em 48
h sobre o terceiro estagio do mosquito Aedes aegypti, o agente causador da dengue. A
diferenca da atividade bactericida identificada, (VIANA; ESTEVES, 2023) ndo relataram

atividade fungicida relacionadas aos derivados vegetais da X. ochrantha.
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2.5.2. BIOPROSPECGAO ANTIFUNGICA DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS

Diversos estudos afirmam que a atividade antifingica dos 6leos essenciais depende de
sua composicdo quimica, especialmente de suas substancias majoritarias (SCARIOT et al.,
2020), embora outros estudos também relatem um efeito sinérgico. Por exemplo, foram
realizados estudos para avaliar a atividade de fitoquimicos volateis em fungos patogénicos
de plantas, como o realizado por Scariot et al. (2020), no qual testaram 1,8-cineol, citral,
limoneno, linalol, mirceno e timol no crescimento micelial dos fungos Colletotrichum
fructicola e Colletotrichum acutatum. Garcia et al. (2008) estudaram o efeito do citral,
citronelal, L-carvona, isopullegol e a-pineno sobre os fungos Fusarium subglutinans f.sp.
ananas, Colletotrichum musae e Colletotrichum gloeosporioides, ao passo que Feng et al.
(2023) avaliaram o potencial antifungico do cinamaldeido contra fungos patogénicos de
plantas das espécies do género Rhizoctonia. Portanto, a estratégia de empregar e avaliar o
potencial de compostos volateis, como o cinamaldeido, em Thielaviopsis ethacetica mostra-
se uma alternativa viavel.

Particularmente, o cinamaldeido ou 3-fenil-2-propenaldeido é um aldeido aromatico
e o principal constituinte do extrato e do éleo essencial da canela (Cinnamomum verum) e
de outras espécies de Cinnamomum (FANG et al., 2021). O odor e o sabor da canela fazem
dela um composto frequentemente usado para realcar ou preservar o aroma dos alimentos.
Essas substancias séo comumente reconhecidas como materiais seguros aprovados para uso
em alimentos pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos - FDA

(FANG et al., 2021).

Figura 6 - Estrutura quimica do cinamaldeido. Fonte: Elaboragdo prépria adaptada de Jardim et al.
(2018).
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O cinamaldeido é um composto com ampla atividade bioldgica, incluindo a
antibacteriana (FENG et al., 2023), antifungica (BADR; BADAWY; TAKTAK, 2022; FENG et al.,
2023), antiviral (HAYASHI et al., 2007), inseticida (JARDIM et al., 2018), entre outras. No
entanto, a volatilidade intrinseca do cinamaldeido e sua baixa solubilidade limitam
completamente sua aplicacdo e eficacia bioldgica, de modo que os processos de
emulsificacdo tém sido favoraveis para seu estudo e aplicacdo biotecnolégica (FENG et al.,
2023; OTONIl et al., 2014). Entretanto, Feng et al. (2023) afirmaram que, apesar da conhecida
atividade fungicida do cinamaldeido, poucos estudos se concentraram no tratamento de

doencas fungicas agricolas por meio de biotecnologias.

2.5.3. BIOPROSPECCAO ANTIFUNGICA DE UMA ERVA AROMATICA

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (C. citratus), conhecida no Brasil como capim-limao,
capim-cedrdo, capim-santo, capim-cidreira, é uma erva amplamente utilizada em areas
tropicais. Sua origem remonta ao continente asiatico, mas foi amplamente difundida na
Africa e na América (FURLAN et al., 2010; HE et al., 2023; MANVITHA; BIDYA, 2014; SHAH et
al., 2011). Essa planta perene é caracterizada por um rizoma curto e cresce em aglomerados
densos que podem ter cerca de 1,8 m de altura e 1,2 m de largura. C. citratus é uma planta
aromatica amplamente cultivada para a producdo de éleo essencial com rendimentos entre
1 e 2,5% (FURLAN et al., 2010). Seus compostos volateis sdo usados para a sintese de
vitamina A, fabricacdo de sabdo e fragrancia (SHAH et al., 2011).

Do ponto de vista etnofarmacoldgica, a erva de capim-limao tem sido usada para
diferentes fins de acordo com o pais, especialmente no continente americano. Por exemplo,
na Argentina, a infusdo das folhas dessa planta é ingerida oralmente com mate como
remédio para dor de garganta e como agente emético (FILIPOV, 1994), enquanto no Brasil
esse cha é usado como anti-inflamatdrio, analgésico ou antiespasmadico (Furlan et al 2009).
Ja a infusdo quente de folhas secas da erva é ingerida para reumatismo, hipotensdo e
resfriados em Cuba (CARBAJAL et al., 1989). Enquanto nos Estados Unidos, ha relatos de que
comunidades indigenas de origem oriental em Minnesota usam o extrato aquoso da planta
inteira topicamente para curar feridas e fraturas (SPRING, 1989). Por outro lado, estudos
cientificos compilam um amplo espectro de propriedades bioldgicas dessa erva, entre as
guais antibacteriana, antibidtica, anti-inflamatoria, antimalarica, antioxidante, hipoglicémica

e antifungica (MANVITHA; BIDYA, 2014; SHAH et al., 2011). A atividade antifungica dos
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derivados vegetais do C. citratus, particularmente em fungos fitopatogénicos tem sido
amplamente estudada durante as ultimas décadas (HE et al., 2023; KAMSU et al., 2019;
MATASYOH et al., 2011; TZORTZAKIS; ECONOMAKIS, 2007).

A composicdo do 6leo essencial de C. citratus é caracterizada por terpenos, alcoois
hidrocarbonetos, cetonas, ésteres e principalmente aldeidos. O 6leo essencial é
caracterizado por uma predominancia de citral, um composto com forte odor de limdo. O
citral € uma mistura de dois aldeidos monoterpenos estereoisoméricos, o isbmero trans-
geranial (a-citral ou citral A) com alta predominancia (40-62%) do 6leo sobre o isdbmero cis-
neral (B-citral ou citral B) (25-38%). Entretanto, a composi¢ao quimica desse derivado pode
ser influenciada pela localizacdo geografica, fatores fitogeograficos e microclimaticos (HE et
al., 2023; SHAH et al., 2011). A Quadro 1 apresenta uma compilacdo das variacdes dos
principais compostos majoritarios do éleo essencial em diferentes localizacbes geograficas
na Asia, Europa, Africa e Américas. Nesta compilacdo observam-se inclusive diferencas em

derivados coletados em um mesmo estado do territdrio brasileiro.
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Quadro 1 - Recopilagdo de estudos de composi¢cdo quimica do 6leo essencial de C. citratus

Orl(%eig;é:l:’ T)sap?se)ue téPcanritcea(j:IaeF:elztnr Zgo Componentes majoritarios Espécie alvo Referéncia
Manchester, Reino Folhas / Geranial (40,79%), Neral (31,85%), Fungos Colletotrichum coccodes, (TZORTZAKIS; ECONOMAKIS,
Unido Hidrodestilacdo Limoneno (4,39%) Cladosporium herbarum e Aspergillus niger 2007)
Douala-Cameroon Folhas / Linalol acetate (41,29%), geraniol Fungos Colletotrichum musae, Fusarium (KAMSU et al., 2019)
Hidrodestilacdo (32,15%), 2,6-Dimethyl-2-heptanol incarnatum and F. verticillioides
(11,4%)
Kakamega, Kenya Materiais vegetais Geranial (39.53%), Neral (33,31%), Fungos Aspergillus flavus, Aspergillus (MATASYOH et al., 2011)
inteiros/ Mirceno (11,41%) parasiticus, Aspergillus ochraceus,
Hidrodestilacdo Aspergillus niger and Aspergillus fumigatus
Yuxi, China Folhas / Geranial (38.7%), Neral (29.8%), Fungo Botrytis cinerea (HE et al., 2023)
Destilacdo a vapor Selina-6-en-4-ol (12,13%)
Kunming, China Neral (24.2%), Selina-6-en-4-ol (21,8%),
geranial (15,5%)
Bogota, Coldmbia Folhas / Geranial (41,88%), Geraniol (28,13%); Bacterias Xanthomonas axonopodis e (GODOQY et al., 2021)
Destilagao a vapor Felandreno (16,16%) Ralstonia spp.
Belo Horizonte, Folhas / Geranial (49,63%), Neral (22.76%), ND (BARBOSA et al., 2008)
Brasil Hidrodestilagdo Mirceno (7,29%)
Vicosa, Brasil Geranial (50,18%), Neral (31,53%),
Mirceno (1,59%)
[tumirim, Minas Folhas / Geranial (46,32%), Neral (31,28%), Fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium (GONCALVES, et al., 2015)
Gerais, Brasil Hidrodestilagdo Mirceno (12,90%) rolfsii
Botucatu, Folhas / Geranial (46,32%), Neral (31,28%), Camundongos (ensaios de toxicidade aguda, (BLANCO et al., 2009)
Sdo Paulo, Brasil Hidrodestilagdo B-mirceno (12,90%) atividade ansiolitica e anticonvulsivante)
Caxias do Sul, Rio Folhas / Geranial (40,8%), Neral (36,3%), Fungos Colletotrichum acutatum e (ANTONIOLI et al., 2020)
Grande do Sul, Destilagdo a vapor B-mirceno (13,2%). Colletotrichum gloeosporioides
Brasil

ND: Ndo determinado
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2.6. BIOTECNOLOGIAS APLICADAS A BIOPRODUTOS

Alguns 6leos essenciais tém reconhecidas propriedades antioxidantes e antifungicas,
0 que os torna extremamente valiosos para os setores farmacéutico e cosmético (ASBAHANI
et al., 2015). No entanto, eles tém limitacSes para o controle da degradacdo de frutas devido
a sua hidrofobicidade, termossensibilidade, alta volatilidade e sensibilidade a radiacdo UV.
Com o tempo, essas caracteristicas podem reduzir seu potencial bioldgico (ANTONIOLI et al.,
2020). Para resolver esse problema, biotecnologias como emulsificacdo, microencapsulacao
e incorporagdao em biofilmes e revestimentos comestiveis foram desenvolvidas como
estratégias vidveis para preservar alimentos e materiais organicos de interesse industrial

usando o6leos essenciais (HUANG et al., 2021).

2.6.1. EMULSIFICACAO

A emulsificacdo a escala micro e nanométrica surgiram como uma alternativa
inovadora para preparar biopesticidas contendo ingredientes ativos insolUveis em agua.
Tradicionalmente, os solventes organicos eram usados para obter concentrados
emulsionaveis, mas com as novas técnicas de dispersdo coloidal, pode-se melhorar a
estabilidade, reduzir a toxicidade e eliminar a inflamabilidade das formulagdes de
biopesticidas (PASCUAL-VILLALOBOS et al., 2019). De acordo com a fase continua ou
dispersante que contém as goticulas dispersas, as emulsdes podem ser 6leo em agua (O/A)
e agua em dleo (A/O) (Figura 7a) (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020). Uma emulsdo de 6leo em
agua é uma mistura de dois liquidos imisciveis estabilizados por um agente emulsificante.
Essas solucBes podem ser formadas espontaneamente ou por fatores mecéanicos, como a
agitacdo. As emulsdes estaveis podem durar longos periodos, mas sua estabilidade pode ser
afetada por fatores como a adicdo de outra substancia, a inativacdo do surfactante, o
aguecimento ou o congelamento da solucdo (DONSI; FERRARI, 2016).

Os trés sistemas de dispersdes coloidais mais utilizados sdo emulsdo, microemulsdo e
nanoemulsdo. Estes sistemas se diferenciam entre tamanho do didmetro das gotas e a
estabilidade termodindmica. As emulsdes apresentam uma estabilidade metaestavel com

um didmetro médio de goticulas acima de 200 nm. As microemulsGes contém goticulas de
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6leo acima de 100 nm com estabilidade termodinamico estavel enquanto as nanoemulsdes
apresentam minusculas goticulas redondas que medem entre 20 e 200 nm e sdo
termodinamicamente metaestaveis (MCCLEMENTS, 2007). As nanoemulsdes podem
permanecer estaveis devido as forcas repulsivas entre as particulas. Em geral, ao revestir as
goticulas de 6leo com os surfactantes, uma fina camada de dgua é formada a medida que
elas se aproximam umas das outras. As cargas equivalentes da camada de surfactante fazem
com que as goticulas se repelem, estabilizando a quebra do filme de goticulas e impedindo
que elas se coalescam (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).

Na formulacdo de nanoemulsdes, os agentes emulsificantes ou tensoativos
(surfactantes) tem um papel relevante. Os tensoativos sdo substancias bastante peculiares
que apresentam a funcdo de diminuir a tensdo interfacial e estabilizar o sistema evitando a
ocorréncia de fendbmenos de instabilidade (MCCLEMENTS; RAO, 2011). Ha quatro tipos de
surfactantes: catidnicos (e.g. sais de amdnio quaternario), anionica (e.g. estearato de sédio),
anfotéricos e ndo idnicos (e.g. polisorbato 80 ou Tween 80 e Span). Os surfactantes sdo
classificados de acordo com o equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) das diferentes regides de
polaridade de suas moléculas (MUSTAFA; HUSSEIN, 2020). Ha uma escala sem dimensdo
para determinar o EHL que varia de 0 a 20. Por exemplo, valores de EHL abaixo de 9 sdo para
agentes ndo idnicos lipofilicos, enquanto valores acima de 11 sdo para agentes hidrofilicos
(SCHRAMM; STASIUK; MARANGONI, 2003). Em geral, é recomendavel formular
nanoemulsdes para fins de desenvolvimento de biopesticidas usando emulsificantes nao
ionicos, pois eles sdo menos afetados pela forga i6nica e pelo pH (MUSTAFA; HUSSEIN,
2020). Para garantir a estabilidade da dispersdo, é fundamental usar tensoativos com um
equilibrio de EHL acima de 11 e 16, respectivamente, e evitar processos desestabilizadores,
como formacdo de creme, coalescéncia ou floculagcdo de goticulas de ingrediente ativo

(MUSTAFA; HUSSEIN, 2020; PASCUAL-VILLALOBOS et al., 2019).
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Figura 7 - Diagrama esquematica de emulsdes. a) Emulsdes 6leo em dgua (O/A) e emulsdes (A/O); b)
Elementos de fases de uma nanoemulsdo; c) descricdo grafico de um tensoativo (surfactante). Fonte:
Elaboracdo propria adaptada de Mustafa e Hussein (2020) e Oliveira (2008).

As emulsdes podem ser formuladas por técnicas de alto aporte de energia e baixo
aporte de energia (PASCUAL-VILLALOBOS et al, 2019). Nas técnicas de alto aporte
energético, a mistura de emulsdo é submetida a forcas externas com alta entrada de energia
por meio de equipamentos especializados, como homogeneizadores de alta pressao,
microfluidizadores e ultrassonicos, que quebram goticulas maiores em goticulas menores.
Os métodos de dissipacao de baixa energia incluem emulsificacdo espontanea, composicdo
de inversdo de fase, temperatura de inversao de fase, diluicdo de microemulsdo e
emulsificacdo de fase D (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020). No processo de inversdo de fase, a
fase continua (dispersante) é gradualmente adicionada a fase dispersa (6leo e surfactantes)
sob agitacdo. A tensdo interfacial é reduzida no ponto em que ocorre a inversdo de fase,

exercendo um baixo gasto de energia (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).

2.6.1.1. Analises de caracteriza¢ao de nanoemulsao

As formulacdes emulsionadas apresentam uma ampla variedade de propriedades
fisicas, como tamanho da gota, transparéncia, viscosidade, homogeneidade e estabilidade.
Essas caracteristicas podem ser caracterizadas por métodos analiticos, como dispersdo
dindmica de luz (DLS), dispersdo de néutrons a baixo angulo, viscosidade, microscopia de
forca atdbmica e potencial zeta (MUSTAFA; HUSSEIN, 2020). A analise DLS tem se mostrado

bastante Util e amplamente utilizada para a medicdo do tamanho médio e da distribuicdo de
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goticulas. As amostras de nanoemulsdes geralmente sdo diluidas com agua milli-Q para
evitar a dispersdo multipla devido a agregacdo por interacdo eletrostatica. Outra
propriedade de interesse durante o processo de caracterizacdo da nanoemulsdo é o indice
de polidispersividade (IPD). O IPD mostra a distribuicdo homogénea, indicando a estabilidade
do sistema. Para uso agricola, um valor de IPD inferior a 0,5 é aceitavel porque expressa uma
boa uniformidade do diametro das goticulas (MUSTAFA; HUSSEIN, 2020).

Além disso, por meio de um zetasizer, é possivel determinar o potencial zeta de uma
nanoformulacdo. O potencial zeta corresponde a diferenca de potencial entre a superficie
dos ions fortemente ligados a superficie das goticulas em uma regido neutra da formulagao.
As nanoemulsdes com um valor potencial superior a 30 mV em modulo superam as forgas
atrativas de Van der Waals, o que evita sua desestabilizacdo por floculacdo (MULLER;

JACOBS; KAYSER, 2001; TEO et al., 2015).

2.6.1.2. Emulsificagdo aplicada ao estudo de bioantiftingicos agricolas

Ha uma ampla variedade de estudos objetivando a aplicacdo de 6leos essenciais como
alternativas para controlar fungos degradadores. Cruz et al. (2018) elaboraram
nanoemulsdes por meio do método de emulsificacdo espontanea usando diferentes
guimiotipos do OE de Lippia gracilis. A caracterizacdo fisica desta formulagdo considerou o
tamanho das particulas, o potencial zeta e o indice de polidispersividade (PDI). Uma
nanoemulsdo de um quimiotipo do éleo de L. gracilis demonstrou inequivocamente uma
potente atividade fungicida in vitro e foi altamente eficaz no controle da hemorragia do caule
do coqueiro causada por Thielaviopsis paradoxa. Além disso, a aplicacdo da nanoemulsdo
ndo afetou a taxa fotossintética, a transpiracdo instantanea, a condutancia estomatica e o
déficit de pressdo de vapor que sdo tipicos das espécies de arvores estudadas (CRUZ et al.,
2018). A emulsificacdo surge como uma solucdo para a aplicacdo de dleo essencial em
produtos de madeira que exigem sanitizacdo. Fang et al. (2021) relatam que as emulsGes
contendo cinamaldeido permitem a protecdo do derivado da planta contra a volatilizacdo e
facilitam a aplicacdo em superficies como a madeira. Por outro lado, uma nanoemulsdo de
cinamaldeido produzida pelo método de emulsificacdo apresentou promissores resultados

de atividade antifungica sobre os fungos filamentosos Rhizoctonia solani, Rhizoctonia
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cerealis, Gaeumannomyces graminis, agentes etioldgicos da praga da bainha do arroz, da
praga da bainha do trigo e das doencgas da micose do trigo, respectivamente (FENG et al.,

2023).

2.6.2. MICROENCAPSULACAO

A microencapsulacdo é uma tecnologia que se mostra vidvel para preservar a
qualidade de substancias altamente sensiveis, como os 6leos essenciais. Essa tecnologia é
amplamente utilizada nos setores farmacéutico, cosmético, alimenticio e de produtos de
limpeza, entre outros (DEVI et al, 2017, DEVI; KAKATI, 2013). Essa técnica de
microencapsulacdo tem sido considerada vidvel para superar as diferentes limitacGes dos
oleos essenciais para sua aplicacdo em alimentos. A microencapsulacdo é um método de
revestimento ou aprisionamento de um material ou de sua mistura dentro do reservatorio
de um material ou sistema (PIACENTINI et al., 2013). A substancia que é revestida é
conhecida como "ativo" ou "nucleo". Enquanto isso, o material de revestimento é conhecido
como "material de parede" ou matriz e é comumente aplicado em solucdo ou suspensao
para permitir o encapsulamento do nucleo. Esse material de parede deve ter propriedades
ideais de barreira e formacdo de filme e ndo deve se dissolver ou reagir com a substancia
ativa a ser encapsulada (NAPIORKOWSKA; KUREK, 2022).

A microencapsulacdo de dleos essenciais tem as vantagens de proteger os 6leos
essenciais de fatores ambientais (luz, oxigénio, umidade e calor) que afetam sua
estabilidade, melhora a solubilidade e a biodisponibilidade, proporcionando uma liberagdo
controlada aprimorada, e aumenta o tempo da atividade bioldgica. Além disso, o
encapsulamento de derivados volateis de plantas reduz o sabor e o odor fortes que podem
afetar os aspectos organolépticos dos alimentos e evita a interacdo e a mistura dos dleos
com outros ingredientes alimenticios (NAPIORKOWSKA; KUREK, 2022).

A morfologia das microcapsulas dependera do método de encapsulamento, do tipo de
ativo e do material da parede utilizado. O diametro médio das microparticulas varia entre
100 e 500 um. Em um sistema de encapsulamento, é possivel distinguir dois tipos de
particulas: microesferas e microcapsulas. Nas microesferas, o ingrediente ativo ou nucleo é

misturado com o material da parede, como uma esponja, enquanto as microcdapsulas atuam
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como reservatério do ingrediente ativo, sendo revestidas pelo material encapsulante
(FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008). A microencapsulacdo pode ser realizada por
meio de métodos fisicos como spray-drying, spray-cooling, extrusao, co-cristalizacdo, leito
fluidizado, métodos quimicos: polimerizagdo interfacial e inclusdo molecular e métodos
fisico-quimicos como: pulverizacdo em agente de reticulacdo, separacdo por fase organica,
envolvimento lipossdmico e coacervacdo simples e complexa. No presente estudo foi
realizada a técnica de coacervacdo complexa para a incorporacdao do dleo essencial com

potencial antifungico.
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Figura 8 - Esquema de microencapsulagdo de dleos essenciais. a) Tipos de particulas obtidas por
microencapsulacdo; b) morfologia de microparticulas. Fonte: Elaboracdo prépria adaptada de
Gongalves (2016).

2.6.2.1. Coacervagao complexa

A palavra coacervacao vem do prefixo co, que se refere a fusdo de particulas coloidais,
e do latim acervus, que significa agregacao (DEVI et al., 2017). A coacervacdo consiste na
separacdo do hidrocoloide de uma solucgdo primaria seguida da aglomeracdo em uma fase

separada da fase liquida chamada coacervado. Essa técnica de microencapsulacdo é
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classificada em coacervacdo simples e coacervacdo complexa. A coacervagdo simples
consiste em adicionar um solvente a uma soluc¢do coloidal hidrofilica, o que resulta em duas
fases, uma fase rica em moléculas coloidais e outra livre de coacervados. Enquanto isso, a
coacervacao complexa, um termo introduzido em 1940 por Bungenberg de Jong, é um
fendmeno espontaneo no qual ocorre a separacdo de uma solucdo de macromoléculas
contendo dois polimeros com cargas opostas em duas fases. A neutralizacdo das cargas gera
a formacdo de uma fase polimérica rica e uma fase aquosa. A coacervacdo complexa é
comumente realizada usando uma proteina e um polissacarideo como material de parede
(LV et al., 2014).

Em geral, a microencapsulacdo de material hidrofdbico por coacervacdo complexa
envolve as seguintes etapas conforme mostra a Figura 9: (i) o material hidrofébico é
emulsificado em uma solucdo contendo uma proteina que sera entdo adicionada a outra
solucdo polimérica; normalmente, essa adicdo é realizada em temperatura acima do ponto
de gelificacdo e em um pH acima do ponto isoelétrico da proteina; (ii) devido a interacdes
de atracdo eletrostatica entre os polimeros de carga oposta dentro da solucdo, ocorre a
separacdo de duas fases liquidas, uma fase rica em polimero insolUvel e uma fase aquosa
sem polimero; iii) a fase rica em polimero é depositada em torno das goticulas do material
hidrofébico devido ao resfriamento controlado da solugdo abaixo da temperatura de
gelificacdo; iv) e o endurecimento da parede pela adicdo de um agente de reticulagdo para

obter microparticulas duras e em camadas (NAPIORKOWSKA; KUREK, 2022).
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Figura 9 - Esquema do processo de formagdo de microparticulas por coacervagdao complexa. Fonte:
Elaboracdo propria adaptada de Napiorkowska e Kurek (2022).
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A coacervacdo complexa, por mais que seja um processo espontaneo, ocorre
somente em condi¢cdes muito especificas. O processo depende da densidade de carga dos
polieletrdlitos, da tensdo superficial e da temperatura do sistema, além da dinamica do
sistema (agitacdo e resfriamento). Assim, um sistema de coacervagdo complexa é
influenciado por parametros operacionais, como pH, proporcdo de biopolimero
determinada pelo diferencial de carga, concentragao de sélidos totais, concentracdo de fase
dispersa, entre outros (PIACENTINI et al., 2013). Para conhecer a intera¢do de proteinas-
polissacarideos que permite sua associacdo para fins de coacervacdo, é necessario estudar
o comportamento eletrostatico dos biopolimeros. O diferencial de carga entre os
biopolimeros expresso em termos de potencial zeta permite obter estequiometrias
otimizadas de interacdo, o que leva a identificacdo do ponto ideal em que ocorre carga zero
no sistema para coacervacao. Esse modelo de interacdo proteina-polissacarideo aponta que
o complexo polimérico gerado pode ser soluvel ou insoltvel, dependendo da proporc¢do da
fracdo de massa entre os biopolimeros usados e o pH do sistema (TOLSTOGUSQV, 2002). A
coacervacdo complexa se mostra uma técnica promissora de encapsulamento de éleos
essenciais e outros principios ativos para uma ampla gama de finalidades. O Quadro 2
apresenta uma compilagdo de estudos que empregam a coacervacdao complexa com

biopolimeros de derivados de plantas.
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Quadro 2- Estudos sobre microencapsulagdo por coacervagdo complexa

Polimero 1 Polimero 2 Proporgdo pHc Ndcleo encapsulado Aplicacdo Referencia
Quitosana Goma de Caju 1:1 - OE de Lippia sidoides Larvicida (ABREU et al., 2012)
Quitosana k-carragenina 1:1 4,5 OE de Pimenta dioica Antimicrobiana (DIMA et al., 2014)
Gelatina tipo B Goma arabica 1:1 4,8 OE de Jasmine ND (LV et al., 2014)
Gelatina tipo B Goma arabica 1:1 4,0 OE de Thymus vulgaris Antimicrobiana/ (GONCALVES, et al., 2017)
alimentos
Gelatina tipo B Mucilagem de Chia 2:1 3,6 OE de Origanum vulgare Nao (HERNANDEZ-NAVA et al., 2020)
determinada
Gelatina tipo B Goma arabica 1:1
Gelatina tipo A Alginato de sddio 1:3,5 3,75 Vitamina C Encapsulagao de (DEVI; KAKATI, 2013)
vitamina C
Gelatina tipo B Alginato de sddio 4:1 3,5 ND ND (SHINDE; NAGARSENKER, 2009)
Gelatina Goma arabica 1:1 3,25-4,0 OE de Vetiver ND (PRATA; GROSSO, 2015
2:1 Oleo mineral

6leo de améndoa

OE: dleo essencial; pHc: pH de coacervacdo; ND: ndo determinado.
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2.6.2.2. Biomateriais para encapsulagao

A selecdo do material de encapsulamento desempenha é um aspecto critico no
processo de microencapsulacdo, portanto, é necessdrio verificar as caracteristicas de
solubilidade, a porosidade, disponibilidade, custos de aquisicdo e a area de aplicacdo das
microparticulas (BRASILEIRO, 2011). Em particular, os polimeros com densidades de carga
elétrica opostas e solubilidade em meio aquoso sdo ideais para uso na coacervagao
complexa de ingredientes ativos, como 6leos essenciais (DEVI et al., 2017).

Um dos aspectos mais interessantes do estudo e do desenvolvimento de
microparticulas é a inovacdo de materiais de parede por meio da aplicacdo de biopolimeros
(DEVI et al., 2017). Os biopolimeros podem ser obtidos a partir da sintese convencional por
mondmeros, microrganismos e fontes renovaveis, como polissacarideos e proteinas de
origem vegetal e animal (Figura 10). A combinagdo de proteinas e polissacarideos tem sido
amplamente utilizada para o encapsulamento de ingredientes ativos por coacervagao
complexa. Saravanan e Rao (2010) afirmaram que os polissacarideos de carga negativa,
como carboximetilcelulose, pectina, acécia e alginato, sdo comumente usados em sistemas
de coacervacdo junto com proteinas de carga positiva, como a gelatina. No presente estudo
foi realizada uma triagem de diferentes biopolimeros com capacidade de encapsular
derivados vegetais, incluindo quitosana, gelatina tipo A e tipo B, alginato (de alta e média
viscosidade), goma arabica e proteina isolada de ervilha. No entanto, um sistema de
coacervacdo de gelatina tipo B e alginato de sddio foi escolhido para o encapsulamento do

0leo essencial com atividade promissora.
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Biotecnologia
(sintese convencional
a partir de bio-
monomeros)

Poli (4cido latico) -

Policaprotactona ——— PLA

Polihidroxi-
alcanoatos - PHAs

Biopolimeros Microrganismos PHB, PHBV, PHBHx

Vegetal: amido,
gomas, alginato

Polissacarideos
Animal: quitina,
quitosana

Fontes renovaveis

Proteinas

< Vegetal: gluten, soja

Animal: gelatina,
colageno, caseina

Figura 10 - Classificagdo de biopolimeros. Fonte: Elaboragdo propria com adapta¢des de Valero-
Valdivieso, Ortegdn e Uscategui (2013).

2.6.2.2.1. Alginato

Os alginatos sdo considerados polimeros biodegradaveis, biocompativeis e seguros
para os seres humanos (WANG et al., 2023). Os alginatos sdo sais de 4acido alginico, um
biopolimero linear formado por unidades monoméricas de dois acidos urdnicos, ou acido -
D-manurdnico (M) e acido a-L-gulurénico (G), que sdo ligados por 1 = 4 ligag¢des glicosidicas
em trés tipos de sequéncias poliméricas: Blocos M, blocos G e blocos MG (Figura 11). Esse
biopolimero pode ser encontrado na parede celular das algas castanhas na forma de sal
misto de sédio, potdssio, calcio e magnésio (COTTRELL; BAIRD, 1980). O acido alginico é o
polissacarideo dessas algas pertencentes a classe Phaeophyceae, representando cerca de
40% da massa seca das algas. A producdo comercial de alginato é realizada por extracdo
alcalina (carbonato de sédio) da massa das algas Macrocystis pyrifera, Laminaria spp.,
Ascophyllum nodosum e Ecklonia (DUTTON, 1988). A proporcdo de ligacdes M:G e a
guantidade dos trés segmentos poliméricos mudam de acordo com a fonte. Assim, os
alginatos tém composicdo e estrutura polimérica diferentes, o que determina propriedades

diferentes. Por exemplo, os alginatos com maior predominancia de blocos G formam géis
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mais frageis e rigidos, enquanto os géis de alginato com maior proporc¢do de blocos M sdo

mais elasticos (COTTRELL; BAIRD, 1980).

. » ¢ "
COOCH
H o)
H
H OH
- L X " L Y
B-D-manurdnico (M) a-L-guluronato (G)

Figura 11 - Estrutura molecular do alginato. Fonte: Elaboracdo prépria adaptada de Segato (2007).

A viscosidade é um dos parametros mais importantes dos alginatos. Esta propriedade
¢ dependente das interacGes de ligacdo de hidrogénio entre os grupos polares da estrutura
polimérica, depende da massa e da concentracdo do polimero, entre outros fatores. Assim,
os alginatos comerciais podem ter viscosidades baixas, médias e altas (SEGATO, 2007). A
viscosidade tende a diminuir com o aumento da temperatura até 40 °C, pois apds esse ponto
de temperatura ocorre a despolimerizacdo parcial do alginato, levando a plastificagdo
(COTTRELL; BAIRD, 1980). Além disso, um pH na faixa de 5 a 10 ndo interfere na viscosidade,
enquanto uma solugdo de alginato em um pH abaixo de 4,5 aumenta sua viscosidade a
medida que a solubilidade do acido alginico livre diminui e, em um pH de 3, ele precipita
(COTTRELL; BAIRD, 1980).

O alginato é um biopolimero usado nas areas alimenticia, farmacéutica, de tratamento
ambiental, médica e odontoldgica. Especialmente na area de alimentos, ele é usado como
estabilizador de suspensdes, emulsdes e espumas, emulsificante, retentor de agua e
formador de gel. Diariamente, os alginatos sdo adicionados a produtos de panificacdo,
temperos, molhos, bebidas, sobremesas em gel, sorvetes, entre outros, pelo que seu uso na
encapsulacdo do d6leo com fins de protecdo de frutos é viavel dentro o ponto de vista

toxicoldgico (SEGATO, 2007).
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2.6.2.2.2. Gelatina

A gelatina é uma proteina de alto peso molecular extraida da hidrélise do coldgeno
presente nos tecidos conjuntivos dos animais, como tenddes e pele (CHAMBI, 2004). Figura
12 ilustra a distribuicdo molecular da gelatina. A gelatina se destaca como um biopolimero
anfotérico, ou seja, tem uma carga positiva abaixo do ponto isoelétrico (pl) e uma carga
negativa acima dele (DEVI; KAKATI, 2013). Dependendo do método de producdo e do ponto
isoelétrico (pl), € possivel distinguir dois tipos de gelatina: tipo A e tipo B. A gelatina tipo A é
obtida pela hidrdlise parcial do coldgeno em um ambiente acido e tem um ponto isoelétrico
entre pH 7 e 9. J4 a gelatina tipo B é produzida a partir da hidrélise alcalina em um ambiente
alcalinocomum plde 4,8 a 5,2 (CHAMBI, 2004). Como resultado de sua natureza anfotérica,
propriedades de formacdo de gel e filmes termoreversiveis, a gelatina se tornou um
biomaterial muito Util na formulacdo de microparticulas para uma ampla gama de processos

(DHALL, 2013; DEVI; KAKATI, 2013).
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Figura 12 - Estrutura basica da molécula da gelatina. Fonte: Elaboragdo prépria adaptada de Molina
e Flérez-Castillo (2020).

2.6.3. REVESTIMENTOS DE FRUTOS

As frutas tém alta perecibilidade e estdo expostas a manuseio inadequado, condi¢des
de armazenamento ineficientes e doencas causadas por microrganismos fitopatogénicos,
especialmente fungos filamentosos (ZHAO et al., 2020). Assim, varias tecnologias sdo
implementadas no setor agroalimentar para estender a vida util das frutas. Algumas dessas

tecnologias de extensdo do prazo de validade incluem radiacdo e irradiacdo de o0z6nio,
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embalagem em atmosfera modificada, conservantes e aplicacdo de filmes e revestimentos
comestiveis (KUMARI et al., 2017).

Os revestimentos comestiveis sdo solucdes ou emulsdes formadoras de filme (EFF)
com agentes espessantes que, quando aplicados em frutas, formam uma camada fina e
uniforme que reduz os residuos gasosos e a perda de agua (GLICERINA et al., 2022).
Enguanto isso, um filme comestivel € um material previamente moldado e seco em formato
de uma folha solida maleavel a ser colocada sobre ou entre os frutos (OKCU; YAVUZ; KERSE,
2018). Os revestimentos comestiveis podem ser formados por aplicagdo direta na fruta por
imersdo ou pulverizacdo, de acordo com as praticas da indUstria alimenticia (BATISTA et al.,
2020; OKCU; YAVUZ; KERSE, 2018; OLIVEIRA FILHO et al., 2022). A aplicacdo de
revestimentos comestiveis como estratégia inovadora na fase pds-colheita é vidvel porque
protege a fruta das condi¢Ges climaticas que induzem a deterioracdo, minimiza as reacées
guimicas de amadurecimento e reduz a deterioracdo por microrganismos, permitindo o
aumento da vida util e o beneficio econdmico esperado do produto agricola (BATISTA et al.,
2020; OLIVEIRA FILHO et al., 2022). Além disso, essa tecnologia emergente estd se tornando
cada vez mais atraente porque € capaz de usar biopolimeros que estdo amplamente
disponiveis no mercado, omitindo o uso de embalagens sintéticas de origem petroquimica
que geralmente estdo ligadas a poluicdo ambiental (OKCU; YAVUZ; KERSE, 2018).

Além disso, agentes antimicrobianos, como 6leos essenciais e extratos de plantas,
podem ser adicionados a esses biomateriais para aumentar a eficacia da tecnologia na
prevencdo da deterioracdo das frutas (DAS et al., 2023; GRANDE TOVAR et al., 2020;
PERALTA-RUIZ et al., 2020). Pesquisas demonstraram que os revestimentos a base de
biopolimeros incorporando ou ndo 6leos essenciais sdo uma estratégia promissora no
tratamento pds-colheita de frutos. Por exemplo, revestimentos feitos de quitosana e dleo
essencial de Ruta graveolens foram reportados como eficazes na prevencao da antracnose
em frutas como mamao, peras Packham's Triumph e tomates (LANDI et al., 2021; PERALTA-
RUIZ; GRANDE TOVAR; et al., 2020; PERALTA-RUIZ; TOVAR; et al., 2020). Mello et al. (2020)
informaram que a aplicacdo do revestimento comestivel a base de nanocompostos de
guitosana fungica in vitro e em morangos artificialmente contaminados com fungos Botrytis

cinerea, Rhizopus stolonifer e Aspergillus niger diminuiu a gravidade da infec¢do fungica
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durante o armazenamento da fruta. Frazdo et al. (2017) identificaram que, em mangabas
tratadas com revestimentos comestiveis feitos de quitosana e amido de mandioca
incorporando 6leo essencial de Myrcia ovata, houve uma reducdo na concentracdo de
bactérias aerdbicas mesodfilas totais, leveduras e bolores, e inibicdo de Bacillus cereus
inoculado artificialmente na fruta.

Os revestimentos podem ser compostos principalmente de polissacarideos, proteinas
e lipidios (BATISTA et al., 2020). Entre esses biopolimeros, os polissacarideos, como alginato,
guitosana, pectina e amido, destacam-se como excelentes materiais bioadesivos, capazes

de se associar a 6leos essenciais e com propriedades de liberacdo controlada e direcionada.

2.6.3.1. Fécula de mandioca

Um dos polissacarideos que se tornou uma excelente matéria-prima no segmento
de revestimentos, por ser um material renovavel e amplamente disponivel, com boas
propriedades mecénicas e baixo custo, é o amido. O amido é um polissacarideo de
armazenamento reconhecido de legumes, cereais e tubérculos (DHALL, 2013). A mandioca
(Manihot esculenta Crantz) € um tubérculo cultivado em todas as regides do Brasil com
grande importancia na nutricdo humana e animal, bem como na geracdo de produtos
processados, renda e emprego em muitas comunidades. Comparado ao milho e a batata
amido, o amido de mandioca tem um preco mais baixo no mercado, o que é um aspecto
favoravel para a producdo de filmes e revestimentos (CHIUMARELLI, 2011). O amido de
mandioca consiste em 17% de amilose (um polimero linear de glicose, Figura 13a) e 83% de
amilopectina (um polimero ramificado de glicose, Figura 13b). O amido é um material ndo
uniforme que pode ser usado para a formacédo de filmes sem pré-tratamento (BANGYEKAN;
AHT-ONG; SRIKULKIT, 2006). Os filmes e revestimentos de amido sdo inodoros, insipidos,
incolores, ndo toxicos, seguros, econdmicos, isotropicos e biodegradaveis, tém
permeabilidade ao oxigénio e sdo usados em aplicagdes farmacéuticas e alimenticias
(PARETA; EDIRISINGHE, 2006). Os revestimentos de amido de mandioca sdo obtidos pela
gelatinizacdo do amido na presenca de adgua a 70 °C. A estrutura do granulo de amido é
desintegrada causada pelo aumento da temperatura, onde seus constituintes vazam e se

transformam em substancias gelatinosas para formar o gel de amido. Esse gel obtido ao
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resfriar-se forma filmes devido as suas propriedades de recristalizacdo (CHIUMARELLI,

2011).
CH,0H CH,0H +— 0 =CH, CH,0H
H o H - o H H o H H 0 H
H b H H
OH H OH H Op H H
- (e Oct= o 0 0=
H OH H OH H OH H OH
(a) . (b)

Figura 13 — Estrutura quimica de amilose (a), amilopectina (b). Fonte: Elaboracdo prépria adaptada
de Chiumarelli (2011).

No entanto, o amido sozinho ndo tem a capacidade de formar filmes bom excelentes
propriedades mecanicas, por isso é necessario adicionar um plastificante a solucdo
(CHIUMARELLI, 2011). Os plastificantes tém a capacidade de aumentar a flexibilidade de
revestimentos e filmes, mas, ao mesmo tempo, interferem na permeabilidade ao vapor de
agua e ao gas devido a sua hidrofilicidade e higroscopicidade (SOTHORNVIT; KROCHTA,
2001). Assim, o tipo e a concentracdo do plastificante afetam as propriedades de barreira
dos revestimentos a base de amido (CHIUMARELLI, 2011). Um dos plastificantes mais
comumente usados para desenvolver revestimentos é o glicerol. O glicerol € um composto
orgéanico pertencente ao grupo dos alcoois, liquido a 25 °C, inodoro, viscoso, higroscopico e
completamente solUvel em dgua e dlcool. Comercialmente, é conhecido como glicerina, com
pureza superior a 95% e é reconhecido como seguro para consumo humano (GRAS) desde
1959. A glicerina é classificada como um aditivo alimentar usado como espessante,

estabilizador, agente gelificante e emulsificante (CHRISTOPH et al., 2006).

2.7. ENSAIOS DE AVALIAGAO ANTIFUNGICA DE DERIVADOS VEGETAIS

2.7.1. ENSAIOS ANTIFUNGICOS IN VITRO
De acordo com a literatura, distinguem-se diferentes ensaios antifingicos in vitro para
identificar o potencial fungicida de derivados vegetais. Os ensaios mais utilizados na

aplicacdo de dleos essenciais sdo o ensaio de difusdo em agar, inibicdo micelial e o teste de
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microdiluicao. O teste de microdiluicdo é um método quantitativo utilizado para identificar
concentragBes fungistaticas e fungicidas de compostos volateis. O teste é realizado em
microplacas de 96 pocos, onde sdo adicionados um volume de meio nutriente liquido, uma
suspensdo de conidios (na concentracdo que varia de 10* a 107 conidios mL?) e dleos
essenciais diluidos em diferentes concentracdes. As placas sdo entdo incubadas em
condicGes especificas de temperatura, luz e tempo adequados ao crescimento médio de
cada fungo (SOUZA et al., 2020).

Além de determinar os valores da concentragdo inibitéria minima (CIM), que sdo as
concentragdes do composto onde nao foi observado crescimento visivel nas microplacas, o
desenvolvimento de ensaios de triagem de alto rendimento (HTS) pode levar a resultados
mais confidveis. Para isso, o teste de microdiluicdo é realizado com adicdo de alguns
indicadores de viabilidade celular, como 0,02% de resazurina (MONTEIRO et al., 2012). O
valor CIM é determinado observando a variacdo de cor nas microplacas. Esta variacdo
colorimétrica pode ser observada qualitativamente por inspecdo visual ou
guantitativamente através da realizacdo de medicGes de fluorescéncia (excitagcdo 570 nm,
emissdao 615 nm) e medigcbes de absorbancia a 630 nm utilizando os corantes acima
mencionados. Independentemente do teste e método utilizado, a concentracdo fungicida
minima (CFM) é determinada como a menor concentracdo na qual ndo se observa
crescimento fungico apds a transferéncia ou nova semeadura de uma aliquota exposta ao

OE em placas de meio nutriente em dgar (SAMPAIO et al., 2020).

2.8. ASPECTOS DE QUALIDADE DE FRUTOS

Os aspectos fisico-quimicos relacionados a pds-colheita da banana e do tomate, duas
frutas que serviram como modelos biolégicos no presente trabalho, sdo discutidos nesta
secdo. Em toda a cadeia de producdo agricola, observa-se a reducado da qualidade dos frutos,
mas essas transformacdes degradativas sdo aceleradas durante a fase de pds-colheita.
Produtos agricolas como a banana e o tomate sdo altamente suscetiveis a danos fisicos e
guimicos e fatores bioldgicos como doencgas, pragas e distlrbios fisiolégicos, sendo
necessario implementar estratégias de conservacdo como sistemas de refrigeracdo e

atmosfera controlada ou modificada, embalagens adequadas, entre outros (DHALL, 2013).
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Por exemplo, a auséncia de tratamento pds-colheita leva a degradacdo dos atributos do
tomate, incluindo a reducgdo da resisténcia ao manuseio e a redugao dos sdlidos soluveis e
do teor de acido citrico (CASTRICINI et al., 2004).

Os frutos, como estruturas vivas, apods colhidos continuam realizando processos
metabdlicos importantes, como a respiracdo e transpiracdo, mesmo quando a planta é
privada do suprimento de alimentos e dgua pela colheita. Depois que os cachos de banana
sdo colhidos, os frutos passam por quatro estagios de desenvolvimento fisioldgico: pré-
climatérico, climatérico, maturacdo de consumo e senescéncia. O prolongamento do estagio
pré-climatérico é fundamental para sua comercializacdo, pois nessa fase as bananas estdo
verdes, com textura rigida e baixa atividade metabdlica (MEJIA, 2013). Além disso, os
processos fisioldgicos pds-colheita dos frutos sdo caracterizados pela liberagdao de um gas
incolor chamado etileno (C;Ha), considerado o hormonio do amadurecimento porque atua
como iniciador e regulador dos processos de desenvolvimento e amadurecimento
(THOMPSON; SUPAPVANICH; SIRISON, 2019; MEJIA, 2013). Particularmente, a sintese de
etileno estimula a respiracdo, aumenta as pectinas soluveis, levando a reducdo da dureza do
endocarpo, a degradacdo da clorofila, a reducdo de 4dcidos, fendis e taninos e a
despolimerizacdo de polissacarideos de alto peso molecular (ARCILA, 2002). Bananas,
melGes, mangas e tomates apresentam uma taxa média de sintese de etileno entre 1 e 10

mg kg h't a 20 °C (KADER, 2002).

Durante o processo de amadurecimento das frutas, uma série de modifica¢cdes ocorre
em nivel celular dos vegetais, determinando sua qualidade pds-colheita (MEJIA, 2013). Por
exemplo, durante o amadurecimento da banana e do tomate, ocorrem processos de
amolecimento devido a degradacdo do epicarpo e do endocarpo por agdo enzimatica,
degradacdo do amido, alteracGes de pigmentos devido a degradacdo da clorofila e a sintese
de carotenoides, alteracGes de sabor, aroma, entre outros (FABBRI, 2009). Assim, é
importante monitorar a perda de dgua como um fator fisioldgico altamente critico,
juntamente com a caracterizacdo fisico-quimica dos frutos durante o processo de
amadurecimento, pois esses determinam aspectos sensoriais, comerciais e de qualidade

nutricional e o indice de maturidade. Entre os parametros mais estudados em frutas como
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a banana e o tomate estdo a cor, a textura, a acidez, o pH e os sélidos sollveis totais (YAO

HOU et al., 2023; DAS et al., 2023; PERALTA-RUIZ et al., 2020).

2.8.1. PERDA DE PESO FISIOLOGICA

A perda de peso do fruto se deve a taxa de transpiracdo, na qual a dgua e as
substancias volateis sdo difundidas devido a processos metabdlicos por meio de estdmatos,
lenticelas, hidatodos e cuticula (KADER, 2002). Este aspecto fisioldgico é critico na avaliagcdo
de qualidade devido a que causa mudancas na aparéncia da fruta, como rugas, perda de
turgidez e perda da qualidade da textura, o que pode levar a perda do valor comercial da

fruta (MEJIA, 2013).

2.8.2. COR INSTRUMENTAL

E um dos indicadores mais importantes da maturidade dos frutos por ser uma medida
funcional, radpida e pratica, porém esta medida requer o acompanhamento de outras
medicdes fisico-quimicas. As mudancas de cor durante o processo de amadurecimento do
fruto sdo resultado do metabolismo da planta, em que alguns pigmentos sdo degradados,
enguanto outros sao promovidos por fatores genéticos, fenotipicos e ambientais da planta
(THOMPSON; SUPAPVANICH; SIRISON, 2019; MEJIA et al., 2013). A cor é um dos indicadores
mais relevantes durante o processo de amadurecimento, pois as mudanc¢as na coloragdo
sugerem alteracdes na textura, no sabor e no aroma (THOMPSON; SUPAPVANICH; SIRISON,
2019).

A cor pode ser medida sensorialmente e instrumentalmente, sendo esta ultima util no
manejo pos-colheita de frutas. A cor instrumental de frutas pode ser estudada por meio do
sistema ou espaco "Hunter Lab", também chamado de CIELAB, desenvolvido em 1976 pela
Comissao Internacional de Iluminagdo (KULCU, 2018). A Figura 14 mostra que o sistema
CIELAB é baseado em trés coordenadas retangulares L*, a*, b* que permitem definir a
posicdo de uma cor em um sistema tridimensional (YAO-HOU et al., 2022; PERALTA-RUIZ et
al., 2020). A coordenada acromatica L* representa a luminosidade, com uma escala de 0 a
100, em que o preto tem o valor 0 e o branco, o valor 100 (do escuro ao claro). A coordenada

de cromaticidade a* refere-se a quantidade de croma ou croma cromatico, que corresponde
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a faixa de cores entre verde (-) e vermelho (+) com valores que variam de -90 (verde) a +90
(vermelho). A coordenada de cromaticidade b* refere-se ao intervalo de azul a amarelo com
valores que variam de -90 (azul) a +90 (amarelo). A partir das coordenadas retangulares L*,
a* e b*, é possivel determinar as coordenadas cilindricas o indice de saturagao ou pureza da
cor conhecido como Croma C* (Veja Eq. 2), o angulo Hue - Hue® ou matiz (Eqg. 3), ea mudancga

total de cor AE (Eq. 4) (PERALTA-RUIZ et al., 2020).

Drance
L«

Figura 14 - Espaco de “HunterLab”. Fonte: adaptada e traduzido de Kulcu (2018).

2.8.3. FIRMEZA

A firmeza ou resisténcia mecéanica dos frutos é determinada pela forma de
agrupamento dos componentes estruturais do fruto, que é verificada pelo comportamento
reoldgico em sua superficie (CASTRO, 2003). Essa propriedade mecanica depende do estado
de amadurecimento, da variabilidade genética e das condi¢des climaticas quando os frutos
sdao colhidos (MALHEIRO, 2007). A composicdo quimica pode afetar as propriedades
reoldgicas do fruto, levando a alteracBes estruturais importantes (THOMPSON;
SUPAPVANICH; SIRISON, 2019). Durante o amadurecimento, uma série de alteraces é
gerada na parede celular (formada por hemiceluloses, celuloses, pectinas e algumas
proteinas) e nos polissacarideos da lamela média da parede celular causada pela atividade

enzimatica (ANDREUCCETTI, 2005; THOMPSON; SUPAPVANICH; SIRISON, 2019; DAS et al.,
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2023). O movimento da dgua da casca para a polpa durante a maturacdo da banana também
gera mudancas na textura do fruto, facilitando a separacdo da casca da polpa (THOMPSON,;
SUPAPVANICH; SIRISON, 2019; DAS et al., 2023; YANG et al., 2022). A textura do tomate é
influenciada pela espessura da epiderme, pela firmeza da polpa e pela relacdo estrutural
entre o pericarpo e o material placentario (CASTRO, 2003; RESENDE et al., 2004).

Além disso, é necessario considerar que as frutas sdo submetidas a diferentes cargas
ou forcas como resultado de atividades pds-colheita, como manuseio, transporte e
embalagem. Essas forcas podem causar danos mecénicos a fruta e afetar sua qualidade e
valor comercial. Esse dano mecanico ou fratura do fruto gerado por uma forca externa pode
levar a alteracdo quimica da cor, afetar o sabor e até mesmo romper a superficie do produto
(RESENDE et al., 2004). No caso do tomate, a textura se soma a cor como um dos atributos
mecanicos mais relevantes na demanda de qualidade do fruto para comerciantes e
consumidores, o que determina a aceitabilidade do fruto fresco. Assim, a medicdo e o estudo
do processo da perda de textura sdo necessarios no controle da qualidade dos frutos na
etapa de pds-colheita, no manuseio e no processamento dos frutos (RESENDE et al., 2004).
Os testes de firmeza da fruta podem ser realizados medindo-se a resisténcia a penetracao,
a compressao, a deformacdo, o achatamento, o teste de pressdo de turgescéncia, entre
outros (CASTRO, 2003). Neste estudo foi empregado o teste mecanico por pungcdo com
agulha de Magness-Taylor, que consiste no uso de uma sonda cilindrica de didametro varidvel

para medir a resisténcia do pericarpo do fruto a penetracdo (CHIUMARELLI, 2011).

2.8.4. ACIDEZ E pH

A medida que as frutas amadurecem, especialmente as Musaceae, elas sintetizam
acidos organicos como ascorbico, malico, oxalico, tartarico, fumdrico, malico e citrico, sendo
os acidos citrico e malico os mais abundantes em bananas (YAO HOU et al, 2022;
ANDREUCCETTI, 2005; THOMPSON; SUPAPVANICH; SIRISON, 2019). A concentracdo total de
acidos organicos nas frutas aumenta a medida que elas amadurecem, levando a uma
diminuicdo do potencial de hidrogénio (pH). O pH é um indicador da qualidade organoléptica
da fruta, incluindo aroma e sabor. O pH do tomate é determinado pelo teor de acidos

organicos, sendo o acido citrico o mais abundante. Os tomates maduros tém um pH entre
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4,0 e 4,8 (CASTRO, 2003). Por outro lado, nas bananas, dependendo da cultivar, ocorre uma
reducdo acelerada do pH da polpa a medida que a fruta amadurece. Portanto, a medida que
os valores de acidez aumentam, o pH dos frutos amadurecidos diminui, mas quando os
frutos chegam a uma sobre maturacdo, o pH tende a aumentar novamente (MEJIA, 2013).
A acidez em frutos pode ser determinada por analises quimica de titulagcdo, um
método amplamente utilizado na industria alimenticia (NIELSEN, 2017). No ensaio de acidez
titulavel é usada uma solucdo alcalina padrdo (hidréxido de sédio) com concentragdo
previamente determinada que reage com os acidos organicos presentes nas amostras da
fruta misturadas com um indicador (fenolftaleina). A reacdo apresenta como ponto final de
titulacdo a mudanca de cor de transparente a rosa quando a solucdo chega a um pH de 8,2.
No entanto, como a determinacdo do ponto final da reacdo pode ser dificil ao analisar uma
amostra colorida, é necessario monitorar o pH da solugdo até que o ponto esperado seja
alcancado. O volume usado para neutralizar os acidos e a normalidade da solucdo padrao
junto com o volume da amostra sdo utilizados no calculo da acidez titulavel expressa em
termos do acido predominantes na amostra da fruta (geralmente acido citrico) (NIELSEN,

2017).

2.8.5. SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS

O teor de sdlidos solUveis totais (SST) e principalmente de aglcares como glicose e
frutose (formados por hidrélise de amido) aumenta durante o processo de amadurecimento
de bananas e tomates (MEJIA, 2013; ANDREUCCETTI, 2005). O teor de SST aumenta até
atingir um pico e, em seguida, a sobre maturacdo tende a diminuir devido a conversdo do
acucar da polpa em alcool, em decorréncia do inicio dos processos de fermentacdo (MEJIA,
2013). A determinacdo do SST é necessaria porgue a quantidade de sélidos, especialmente
acidos organicos e acucares, estdo relacionados ao sabor da fruta (2008). A relacdo dos SST
e a acidez representam um indice Util do grau de maturidade da fruta (PERALTA-RUIZ et al.,

2020).
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3. PRESSUPOSTOS E PROBLEMA DE ESTUDO

O Estudo 1 foi idealizado com base nos seguintes pressupostos tedricos:

Uma alta gama de fungos devasta os frutos da banana durante a fase pds-colheita, o
que leva a perdas econémicas no setor agroalimentar;

Thielaviopsis ethacetica é um patdgeno que causa doencas em culturas industriais e
alimenticias, como a banana;

As tecnologias atuais para o controle de agentes de deterioracdo de frutas sdo
escassas e ndo respondem as demandas dos mercados internacionais que exigem
estratégias ecologicamente corretas e livres de pesticidas;

O estudo prospectivo do potencial antifungico de éleos essenciais extraidos da flora
local € uma estratégia promissora na busca de alternativas;

Espécies vegetais do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba tém sido objeto de
inimeros estudos biolégicos, mas o potencial antifingico ainda é pouco explorado,
com um estudo recente contra Thielaviopsis ethacetica a partir de extratos organicos
polares das plantas de Restinga, Annona acutiflora e Sideroxylon obtusifolium;

O potencial dos 6leos essenciais de espécies presentes no ecossistema da Restinga
de Jurubatiba ainda é desconhecido;

Os principais compostos dos dleos essenciais, como o cinamaldeido, foram descritos
com atividade microbiana contra bactérias e outros fungos fitopatogénicos;

A emulsificacdo se mostra uma tecnologia promissora para a veiculacdo de derivados
potenciais e sua aplicacdo em frutas;

O efeito do dleo essencial de uma planta nativa brasileira e do cinamaldeido na forma
nanoemulsionada sobre os parametros fisico-quimicos da banana armazenada é

desconhecido;

Portanto, a hipdtese do Estudo 1 é que a emulsificacdo de éleos essenciais de plantas da

Restinga ou sua combinacdo com o composto cinamaldeido sera viavel para o controle in

vitro de Thielaviopsis ethacetica e a melhoria do tempo de prateleira da banana.
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O Estudo 2 foi desenvolvido com base nas seguintes premissas tedricas:

O fruto do tomate é altamente perecivel e é continuamente afetado por patdgenos
em sua cadeia produtiva, com grande prejuizo na fase pds-colheita;

Alternaria alternata € um fungo que causa a doenca agricola mancha de Alternaria
no tomate e outros frutos de alta importancia econdmica para o Brasil (AGROFIT,
2023);

A preocupacdo com o dificil controle da Alternaria alternata é grande, considerando
gue algumas cepas desse patdgeno sdo perigosas produtoras de micotoxinas, diante
da falta de monitoramento governamental desses contaminantes em frutas e
subprodutos, apesar dos alertas das autoridades sanitdrias europeias;

Foi relatado que os dleos essenciais de plantas aromaticas, como o capim-limao
(Cymbopogon citratus), tém propriedades antifungicas;

Estudos que utilizam tecnologias de microencapsulacdo de d&leos essenciais
demonstraram ser vidveis para evitar a degradacdo dos dleos essenciais,
potencializar sua atividade biolégica e facilitar sua aplicagdo em matrizes
alimenticias;

Os revestimentos aplicados a frutas parecem melhorar as propriedades fisico-
guimicas, retardar o amadurecimento e evitar a degradacdo por patdgenos;

O uso de biopolimeros na formulacdo de biotecnologias como microparticulas
tornou-se uma tecnologia ambientalmente aceitdvel para o setor de alimentos;

O potencial de revestimentos contendo microparticulas de 6leo essencial de C
citratus sobre a vida Util de tomates revestidos e seu efeito curativo quando

contaminados com esporos de A. alternata ainda é desconhecido.

Assim, a hipdtese do Estudo 2 é que a microencapsulacdo do éleo essencial de C.

citratus aumentara sua atividade contra o fungo A. alternata em condic¢ées in vitro e in situ

usando revestimentos comestiveis como matrizes transportadoras em tomate como uma

biotecnologia capaz de melhorar a vida Util do fruto durante o armazenamento.
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4. JUSTIFICATIVA

Atualmente, ha falta de estratégias sustentdveis para o controle de fungos
patogénicos que afetam negativamente a producdo agroalimentar, mesmo no contexto de
grandes produtores agricolas como o Brasil. As doengas agricolas geram um grande 6nus
para o sistema de producdo global devido aos altos volumes de frutas que sdo desperdicados
por causa delas, além de ameacar a segurancga alimentar (SINGH et al., 2023; FISHER et al.,
2012; ZHANG et al., 2020). No entanto, as cadeias de producdo agricola continuam a
depender do uso de pesticidas sintéticos para controlar os agentes etiolégicos de pragas e
doencas (ADHIKARI; OH; PANTHEE, 2017; FAGUNDES et al., 2013), apesar dos alertas das
instituicGes de salde publica e da comunidade cientifica internacional e nacional (CARNEIRO
etal., 2015; FENG et al., 2023; TILOCCA; CAO; MIGHELI, 2020; INCA, 2023). A situagdo piorou
guando as restricGes ambientais causadas por produtos quimicos e a pressdo dos
consumidores forcaram o setor agroalimentar a adotar a producgado de frutas sem pesticidas.

Assim, o estudo e o desenvolvimento de bioprodutos para o controle fitossanitario a
partir de derivados vegetais, microbianos e minerais tém despontado como uma alternativa
para o problema (MIASTKOWSKA et al., 2020; TILOCCA; CAO; MIGHELI, 2020). De tal modo,
o presente estudo teve como premissa avaliar o efeito de derivados de plantas do Estado do
Rio de Janeiro, utilizando técnicas biotecnoldgicas, sobre dois fungos fitopatogénicos que
incidem sobre dois alimentos de impacto mundial, a banana e o tomate. A linha de pesquisa
deste trabalho se enquadra no Objetivo 2 da Agenda 2030 para o Desenvolvimento
Sustentavel, aprovada em 25 de setembro de 2015 pela Organizacdo das Nag¢des Unidas,
gue consiste em acabar com a fome, alcancar a seguranca alimentar, melhorar a nutricao e
promover a agricultura sustentavel (IPEA, 2019).

A tentativa de abordar o problema das tecnologias limpas para o controle de vetores
de degradacdo de frutas por meio da prospecc¢do da atividade antifingica da riqueza vegetal
€ uma estratégia interessante e ecologicamente aceitavel (DAMALAS; KOUTROUBAS, 2020).
Territdrios megadiversos como o Brasil tém as vantagens e as possibilidades de estudar
novas moléculas para o desenvolvimento de biopesticidas enquadrados nas recentes
politicas de bioeconomia as quais o pais aderiu (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018). A
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identificagdao do potencial antifungico de uma planta nativa presente no territério abre
possibilidades de conservagdo, pois essas descobertas permitirdo que 0s Servigos
ecossistémicos e as novas aplicagcdes bioecondmicas resultantes despertem o interesse em
conservar a espécie e estabilizar seu status populacional nos ecossistemas cada vez mais
ameacados (DUARTE et al., 2022). Claramente, a extracdo de material bioativo promissor
que deve ser realizada por meio de cultivo permitird a geracdo de empregos para o setor
agricola dedicado a obtencdo de derivados de plantas como insumos para futuros
biopesticidas.

Esse projeto busca encontrar medidas alternativas para controlar patdgenos que
foram catalogados como de dificil controle devido a sua ampla variedade de hospedeiros e
a longa fase vegetativa dormente nas culturas, como Thielaviopsis ethacetica (BORGES et al.,
2019) e Alternaria alternata (SHARMA et al., 2021). Embora seja certo que as doencgas nas
frutas priorizadas neste estudo, como a banana e o tomate, sejam causadas por complexos
fungicos, o fato de abordar esse problema avaliando um dos fitopatdégenos do complexo
abre a porta para que outros grupos de pesquisa se orientem ou melhorem o esquema
experimental apresentado com os outros fungos fitopatogénicos.

Do ponto de vista metodoldgico, essa proposta experimental é bastante relevante
porgue combina uma série de técnicas biotecnoldgicas e métodos de andlise microbioldgica
usados para tratar as abordagens complexas e diversas que giram em torno do estudo
fungicida de derivados de plantas. A emulsificacdo por diferentes métodos permite superar
as limitacGes inerentes aos 6leos essenciais para sua aplicacdo na industria agroalimentar
(PASCUAL-VILLALOBOS et al., 2019). Também é fundamental ressaltar a importancia de
explorar métodos alternativos que promovam a sustentabilidade, especialmente no setor
agroalimentar. A microencapsulacdo de derivados vegetais promissores e sua incorporacao
em revestimentos biodegradaveis representam uma solugdo promissora que pode ter um
impacto significativo na melhoria da preservacao de frutos pds-colheita e na reducdo do seu
desperdicio (PERALTA-RUIZ et al., 2020). O uso desses revestimentos ndo é apenas uma
abordagem pratica, mas também ecologicamente correta, o que esta de acordo com a
crescente demanda por praticas sustentdveis. Portanto, é altamente recomendavel o

desenvolvimento de pesquisas sobre a aplicacdo de revestimentos biodegradaveis e seus
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possiveis beneficios ao setor agroalimentar (GLICERINA et al., 2022; GRANDE TOVAR et al.,
2019; PERALTA-RUIZ et al., 2020).
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

O presente projeto visou avaliar o potencial biotecnoldgico de dleos essenciais
procedentes do Estado do Rio de Janeiro para o controle de fungos fitopatdgenos de

interesse agroalimentar.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Considerando que o presente projeto teve como foco a busca de bioprodutos para
o controle de dois fungos fitopatogénicos, optou-se por dividir o projeto em dois estudos. O
primeiro foi focado na triagem antifungica de éleos essenciais de plantas endémicas do
ecossistema de restinga (Rio de Janeiro) em combinagdo com um derivado volatil sintético
sob a forma de emulsificagdo contra um patégeno causador da podridao de bananas e seus
efeitos nos frutos durante o armazenamento (Estudo 1). Enquanto isso, o segundo estudo
procurou avaliar o efeito da microencapsulacdo e da formulacdo de revestimentos
comestiveis a base do dleo essencial de Cymbopogon citratus sobre o desenvolvimento
patogénico do fungo Alternaria alternata em tomates como um patossistema (Estudo 2). Por
isso, definiu-se um objetivo especifico para cada estudo, que contém os subobjetivos

necessarios para atingir tal objetivo especifico.

a. O Estudo 1 tem por objetivo verificar o efeito de derivados vegetais volateis naturais e
sintéticos emulsificados sobre Thielaviopsis ethacetica, fungo fitopatdgeno da banana,
durante o armazenamento da fruta. Neste objetivo especifico pertencem os seguintes
subobjetivos.

(i) Obter dleos essenciais das plantas de estudo pertencentes ao Parque Nacional
da Restinga de Jurubatiba por meio da técnica de hidrodestilacdo;

(ii) Determinar a composicdo quimica dos 6leos essenciais por meio de técnicas
cromatograficas;

(iii) Fazer uma varredura quantitativa da atividade antifungica in vitro de 6leos

essenciais sobre o fungo Thielaviopsis ethacetica.
51



(iv)

(vii)

(viii)

Formular nanoemulsdes pelo baixo aporte energético a partir de 6leos
essenciais de Restinga para caracteriza-las por analises de espalhamento de luz
e avaliar seu potencial por microdiluicdo com abordagem quantitativa.
Desenvolver e caracterizar emulsdes pelo alto aporte energético do déleo
essencial de A. acutiflora e cinamaldeido para avaliar seu efeito sobre bananas;
Comparar o potencial antifungico do 6leo essencial e o composto volatil pré-
selecionados e suas nanoformulacdes por meio de testes de susceptibilidade a
antimicrobianos.

Comparar a acdo das emulsdes bioativas sobre a microbiota das bananas
inoculadas com esporos de T. ethacetica

Avaliar o efeito de emulsdes com potencial fungistatico sob parametros fisico-

quimicos da banana durante sua estocagem;

b. O Estudo 2 visou avaliar o efeito de revestimentos especialmente formulados a partir de

fécula de mandioca e 6leo essencial de Cymbopogon citratus na forma coacervada e livre

sobre o fitopatégeno Alternaria alternata em tomates armazenados. Os subobjetivos

deste objetivo especifico sdo descritos a seguir.

(ix)

(x)

(xi)

(xii)

(xiii)

Caracterizar a composi¢cdo quimica do 6éleo essencial de C. citratus por
cromatografia gasosa CG-MS/CID.

Realizar uma triagem experimental de biopolimeros e condicGes ideais para a
microencapsulacdo do 6leo essencial de C. citratus por coacervacdo complexa.
Produzir microparticulas encapsulando o 6leo essencial de C. citratus e
determinar o rendimento de complexacdo polimérica e coacervagdo complexa
do sistema alginato-gelatina tipo B.

Caracterizar a morfologia por microscopia 6tica e o tamanho médio e a
distribuicdo das microparticulas por andlise de fragmentacdo por luz laser, bem
como a comprovacdo da encapsulacdo do éleo;

Identificar a atividade fungistatica e fungicida do 6leo essencial de C. citratus
na forma livre e microencapsulado contra o fungo Alternaria alternata pelo

método de microdiluicdo;
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(xiv)

(xvi)

Formular e caracterizar propriedades fisico-quimicas de revestimentos
comestiveis a base de fécula de mandioca incorporando o dleo essencial
promissor livre e coacervados contendo o derivado vegetal;

Verificar o progresso da doenca causada por Alternaria alternata em tomates
revestidos com emulsdes formadoras de filme contendo o éleo promissor livre
e o encapsulado em microparticulas coacervadas;

Monitorar os parametros fisico-quimicos de tomates em armazenamento com
temperatura controlada que foram revestidos com solucdes formadoras de
filme a base de fécula de mandioca contendo o dleo promissor livre e o

encapsulado em microparticulas coacervadas.
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6. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento experimental deste trabalho teve o apoio técnico e cientifico dos
seguintes laboratdrios e instituicdes: Laboratério de Tecnologia de Produtos Naturais
(LTPN), o Laboratoério de Tecnologia Microbiana (LTM) e a Central Analitica da Faculdade de
Farmdcia da Universidade Federal Fluminense (UFF); Laboratério em Inovagdo de Alimentos
(LINA), o Laboratério de Microbiologia de Alimentos | (LMA-1) e o Laboratdrio de Engenharia
de Processos (LEP) da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP). Considerando que o presente projeto foi desenhado com dois
grandes objetivos especificos, dois diferentes blocos experimentais contendo testes

semelhantes ou ndo foram elaborados para dar cumprimento a cada objetivo especifico.

6.1. METODOLOGIA DO ESTUDO 1

A Figura 15 ilustra o esquema experimental do Estudo 1, indicando os diferentes

subobjetivos por etapas e seus respectivos processos/atividades.
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6.1.1. ETAPA FITOQUIMICA

6.1.1.1. Material vegetal

Folhas das espécies vegetais Annona acutiflora e Xylopia ochrantha foram coletadas
no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), localizado no municipio de Carapebus,
no norte do Estado de Rio de Janeiro. A colheita com fins académicos foi realizada de acordo
com aautorizagdo n°® 13659-2 emitida pelo sistema SISBIO de Autorizacdo de Pesquisa nas
Unidades de Conservagdao Federal do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio), autoridade adstrita ao Ministério do Meio Ambiente do Brasil.
Exsicatas das plantas coletada foram depositados no Herbario da Faculdade de Formacdo de
Professores da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). O uso de material vegetal
desse projeto foi registrado sob o cdédigo A491A56 no Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

6.1.1.2. Obtencdo de dleos essenciais

Inicialmente, foram testados 6leos essenciais das plantas Annona acutiflora, Myrcia
amazonica, Myrciaria floribunda, Xylopia ochrantha, Ocotea pulchella, e Pilocarpus spicatus,
gue foram cedidos do estoque de material vegetal do Laboratorio de Tecnologia de produtos
Naturais (LTPN/FF/UFF). Estes dleos foram obtidos de material vegetal procedentes do PNRJ
em anos anteriores ao presente estudo. Apds realizar uma varredura antifungica com trés
fungos filamentosos (incluindo Thielaviopsis ethacetica), optou-se por trabalhar com
material vegetal das plantas Annona acutiflora e Xylopia ochrantha. As folhas das plantas de
Annona acutiflora (22° 14’ 33.836"” S—41° 35’ 36.689” O) e Xylopia ochrantha (22° 13’ 0840”
S—41° 35 1630” O) foram coletadas em marco de 2023 no PNRJ, sendo transportadas em
sacolas para o Laboratério de Tecnologia de Produtos Naturais (LTPN/FF/UFF). As folhas
foram fragmentadas separadamente em liquidificador industrial com dagua destilada.
Posteriormente, este material vegetal foi colocado no baldo sob aguecimento para ser
submetido ao processo de hidrodestilacdo em aparato modificado tipo Clevenger durante 4

h (TIETBOHL et al., 2014). O dleo resultante foi seco com sulfato de sddio anidro - NaSOy,
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filtrado e acondicionados. Todos os dleos essenciais recuperados foram conservados em

recipiente ambar no freezer (-20 °C).

6.1.1.3. Caracterizagao quimica dos dleos essencias

A composi¢do quimica dos 6leos essenciais foi identificada por meio do cromatdgrafo
a gas GCMS-QP5000 (Shimadzu), acoplado com espectrometro de massas por ionizacdao de
elétrons nas condi¢cdes de cromatografia gasosa relatadas por Folly et al. (2021). A
cromatografia gasosa foi realizada sob as seguintes condi¢des: o injetor operou a 260 °C; o
gas de arrastre utilizado foi o hélio com uma vazdo de 1 mL min™ e inje¢do realizada com
proporc¢do de divisdo 1:40. A temperatura do forno passou de 60 °C a 290 °C com uma taxa
de 3°C mint. As amostras dissolvidas em n-hexano grau CG na concentracdo de 1000 ppm
foram injetadas em uma coluna RTX-5 (0,25 mm DI, 30 m de comprimento e 0,25 um de
espessura de filme). A identificacdo das substancias foi realizada comparando os indices de
retencdo (IR) e espectros de massa obtidos com os relatados na literatura (ADAMS, 2007),
assim como também o padrdo de fragmentacdo de MS dos compostos foi comparado com
as bibliotecas de espectros de massa NIST. Posteriormente, a analise quantitativa dos
constituintes quimicos dos 6leos essenciais foi realizada em um cromatografo gasoso CG-
2014 (Shimadzu) acoplado com um detetor de ionizagdo de chama (CG-DIC), nas mesmas
condicGes da analise por CG/EM usando o detector de ionizacdo de 290 °C. O método de
normalizacdo da drea do pico do FID foi utilizado para determinar as porcentagens dos

compostos (FOLLY et al, 2021).

6.1.2. ETAPA DE VARREDURA ANTIFUNGICA

6.1.2.1. Obtencao do estoque da cultura pura

O fungo filamentoso Thielaviopsis ethacetica Went, (E-748) foi fornecido gentilmente
pela Colecdo de Fungos Filamentosos do Laboratoério Fitopatoldgico Incaper do Estado de
Espirito Santo sob a direcdo do Prof. Dr. José Ventura Aires. Um microcultivo deste
microrganismo foi feito com a finalidade de conferir as informacSes de estrutura

microscopica e macroscopico dos fungos, previamente relatados na literatura cientifica.
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Seguidamente, o fungo foi estocado na forma de conidios congelados, para facilitar seu uso
nos testes de avaliagdo antifungica. Para isso, meio nutritivo Batata Dextrose Agar - BDA
(Acumedia Laboratories, Michigan, USA) solidificado em garrafas de cultura de 25 cm?
estéreis foi inoculado com conidios do fungo T. ethacetica utilizando alcas estéreis e
incubado em estufa a 25 °C por 14 d. Apds o periodo de incubacdo, foram adicionados 20
mL de glicerol 20% (v/v) estéril em cada garrafa e, com o auxilio de algas estéreis, os conidios
foram suspensos. A suspensdo obtida foi filtrada com trés camadas de gaze estéril e os
conidios foram quantificados utilizando a camara de Neubauer ao microscopico 6tico
(objetiva de 40x). Finalmente, a suspensdo de conidios (ja contendo glicerol 20% estéril) foi

congelada em tubos tipo Eppendorf de 1 mL.

6.1.2.2. Varredura antifungica preliminar

A suscetibilidade do fitopatégeno T. ethacetica aos 6leos essenciais extraidos de
plantas nativas do Parque Nacional de Restinga de Jurubatiba (PNRJ) foi testada através do
método de microdiluicdo com diferentes abordagens de avaliacdo. Ensaios antifungicos
contra o fungo Thielaviopsis ethacetica foram realizados empregando dleos essenciais
cedidos do Laboratdrio de Tecnologia de Produtos Naturais (LTPN/FF/UFF) das plantas
Annona acutiflora, Myrcia amazonica, Myrciaria floribunda, Xylopia ochrantha, Ocotea
pulchella, e Pilocarpus spicatus e um 6éleo de Cymbopogon citratus (capim-limdo). Estes dleos
essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo conforme relatado no presente estudo.
Adicionalmente, como parte do screenning de atividade fungistatica, os dleos do estoque
foram testados contra os fungos Fusarium guttiforme, Aspergillus niger e Aspergillus flavus
(Ver Apéndice B, dados ndo discutidos no presente trabalho). O ensaio consistiu na avaliacdo
do crescimento de conidios fungicos em microplacas de 96 pogos contendo caldo Sabouraud
dextrose (SDB) misturado com oleos de A. acutiflora e X. ochrantha em trés diferentes
concentracdes. As solucdes de estoque dos dleos essenciais foram misturadas em uma
solucdo aquosa adicionando previamente 0,5% (v/v) de DMSO sob agitagdo por 2 min no
misturador vortex. Os éleos essenciais foram testados em concentragdes de 5000, 2500 pg
mL?. O solvente Tween 80 (0,5% v/v) e o itraconazol (20 pg mL?) foram considerados os

controles negativo e positivo para o desenvolvimento do ensaio, respectivamente.
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Micropogos contendo apenas meio nutritivo estéril serviram como controle de crescimento
fungico. Cada poco foi inoculado com 5 plL da suspensdo conidial em uma concentragao de
1 x 108 conidios mL. Um controle de esterilidade foi feito usando pocos contendo apenas
0 meio nutritivo sem inoculagdo. As placas foram incubadas a 25 °C por 72 h em um shaker
sem agitacao com fotoperiodo de 12 h.

Inicialmente, apds incubacdo das placas foi usada uma abordagem de avaliacdo
qualitativa aplicando o corante resazurina 0,01% (m/v) nos micropogos. A resazurina é um
indicador redox que permite detectar a viabilidade celular por meio da mudanga de cor roxo
a rosa (MONTEIRO et al., 2012). Os derivados vegetais com atividade fungistatica destacada
nessa etapa foram testados por microdiluicdo com uma abordagem quantitativa baseada
em medicdes de absorbancia das solugdes nas placas (Souza et al., 2020). Para isso, novas
placas foram preparadas conforme mencionado acima e ao final de 72 h de incubagao, a
absorbancia a 630 nm (Ae30) das placas foi medida com um leitor automatico de placas
(Thermo Plate Reader). A taxa de inibicdo de crescimento foi calculada como a porcentagem
de inibicdo fungica apds 90 h de incubacgado, usando Eq 1.

100 X (Ag30 do tratamento — média Ag3o da absorg¢io background )

Inibi¢do fungica (%) = 100 —

(Eq. 1)

(Ag30 de pogo de crescimento— Average Agzo do meio nutritivo)

6.1.3. ETAPA DE NANOEMULSIFICAGAO PELO METODO DE BAIXO APORTE DE ENERGIA

6.2.3.1. Formulag¢do da nanoemulsificagdo

A nanoemulsificacdo foi desenvolvida baseado em alguns aspectos do método de
baixo aporte energético proposto por Ostertag, Weiss e Mcclements (2012). FormulagGes
com a seguinte composicdo foram preparadas: 5% (m/m) dos surfactantes Tween 20
(Polisorbato 20) e Span 80 (monooleato de sorbitano) na proporcdo 4:1, 5% (m/m) de cada
oleo essencial e 90% (p/p) de dgua milli-Q estéril. Na preparagdo das nanoemulsdes a fase
oleosa, constituida por éleo e surfactantes, é homogeneizada por agitacdo magnética (400
rpm) por 30 min a temperatura ambiente e a fase aquosa (agua milli-Q estéril) é adicionada

a fase oleosa sob a mesma agitagcdo magnética continua (400 rpm) durante 1 h.
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6.1.3.2. Caracterizacdo das nanoemulsées

As nanoemulsdes foram caracterizadas por meio da andlise do tamanho das goticulas
(nm) e indice de polidispersividade (IPD) pela técnica do Espalhamento Dindmico da Luz
(EDL) em Zetasizer Ultra-Pro (Malvern, UK). As amostras foram diluidas em agua milli-Q

(1:25), e as medicdes foram realizadas em triplicata, na temperatura de 25 °C.

6.1.3.3. Avaliagdo antifungica in vitro de nanoformulagoes

O potencial antifungico das nanoemulsdes dos 6leos essenciais das plantas Annona
acutiflora, Xylopia ochrantha e Cymbopogon citratus foram testadas também por

microdiluicdo contra o fungo T. ethacetica conforme descrito na subsecdo 6.1.2.2.

6.1.4. ETAPA DE EMULSIFICAGAO POR TECNICA DE ALTO APORTE ENERGETICO

6.1.4.1. Emulsificacdo combinada

A partir dos testes preliminares, decidiu-se verificar se a mistura de 6leo essencial de
A. acutiflora e cinamaldeido (CoHgO - Quinari), um aldeido amplamente estudado com
potencial microbiano, poderia aumentar o efeito sobre o fungo T. ethacetica e as
propriedades fisico-quimicas da banana. Para esse fim, foram produzidas uma emulsdo
primaria de cinamaldeido (Cin) e éleo essencial de A. acutiflora (E-AaCin) na proporcdo de
1:1 e uma emulsdo somente de cinamaldeido (E-cin). A emulsdo primdria mista foi preparada
misturando-se 0,25% (m/v) do OE de A. acutiflora e 0,25% (m/v) de cinamaldeido com 0,75%
(v/v) de Tween 80 e homogeneizada em um agitador magnético (C-MAG HS 7 IKA -
Velocidade 2) por 10 min. Em seguida, 98,25 mL de agua milli-Q estéril foram adicionados a
fase oleosa para serem agitados em um homogeneizador T19 Ultra-Turrax a uma velocidade
de 15.000 rpm por 5 min. A emulsdo de cinamaldeido foi preparada sob as mesmas
condicdes, adicionando-se 0,5% de cinamaldeido a fase oleosa. Uma emulsdo primaria foi
preparada adicionando-se apenas surfactante e a fase aquosa sob as mesmas condicGes

(emulsdo branca ou controle negativo).
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6.1.4.2. Caracterizagao fisico-quimica das emulsdes

As emulsdes foram caracterizadas usando a técnica de espalhamento dinamico da luz
(Dynamic Light Scattering - DLS) em um Zetasizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido) no
Laboratorio de Engenharia de Processos (LEP) da Faculdade de Engenharia de Alimentos
(FEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Foram avaliados os parametros de
tamanho de gota (expresso em nm), indice de polidispersividade (IPD) e potencial zeta -
Potencial  (expresso em mV). As amostras foram diluidas em agua milli-Q (1:100), e as

medicOes foram realizadas em triplicata, a 25 °C.

6.1.5. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE FUNGISTATICA E FUNGICIDA DE EMULSOES

6.1.5.1. Preparo do inéculo

A concentracdo inibitdria minima (CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM) das
nanoemulsdes combinadas produzidas foram verificadas contra T. ethacetica de acordo com
o Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI). As suspensdes fungicas de T. ethacetica
preparadas anteriormente (vide secdo 6.1.2.1.) foram reativadas em placas de Petri
contendo o meio agar extrato de malte (MEA) solidificado. A partir dessas placas incubadas
a 25 °C por 7 d, foi preparada uma suspensdo de esporos usando Tween 80 a 2% (v/v). A
suspens3o de indculo foi padronizada para 1 x 108 conidios mL™ por contagem em cdmara

de Neubauer com auxilio do microscépio otico.

6.1.5.2. Teste de microdiluigdao padronizado

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 pogos usando o meio nutritivo
RPMI 1640 de acordo com o método padronizado pela Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). As emulsdes ou o oleo essencial puro ou o cinamaldeido foram
aplicados nas primeiras colunas da placa para serem diluidos em série com auxilio de um
pipetador multicanal de forma a obter concentragdes de 2000, 1000, 500, 250, 250, 125,
62,5, 31,25, e 15,63 ppm (v/v). Foram feitos o controle negativo (nanoemulsdo branca, isto

é, sem adicdo de ativos) e controle de crescimento (adicdo do microrganismo em meio sem
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adicdo de nanoemulsdo ou dleo/fitocomposto). As placas foram seladas com filme plastico
e incubadas a 25 °C, e o crescimento foi observado apds 5 d.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentragdo
de emulsdo ou 6leo na qual ndo foi observado crescimento fungico. A inibigdo visual do
crescimento foi possivel pela mudanca de cor do meio RPMI 1640 de rosa (inicialmente) para
amarelo devido a alteracdo do pH no meio causada pelo crescimento fungico.
Posteriormente, com a finalidade de determinar a concentracdo fungicida minima (CFM) dos
bioprodutos, foi realizado um plagueamento do conteldo total das placas para meio
nutritivo solidificado em placas de Petri. Para isso, 20 uL do conteludo de cada micropogo
com atividade inibitdria foram colocados em placas de Petri contendo BDA solidificado com
uma distribuicdo aleatodria. Essas placas foram incubadas a 25 °C por 48 h e avaliadas quanto

ao crescimento de fungos na superficie do meio.

6.1.5.3. Teste micelial

As emulsGes e os derivados vegetais puros foram dissolvidos na concentracdo de 2 mg
mL 1. Um volume de 100 pL destas solucdes oleosas foram vertidas nas superficies de placas
de Petri contendo meio PDA esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min, sendo
posteriormente homogeneizadas com o auxilio de alga de Drigalski estéril. Seguidamente,
discos de 6 mm de cultura fungica de T. ethacetica com 14 d de crescimento foram colocados
no centro da placa, usando uma pinca estéril. O experimento teve o controle negativo
empregando a emulsdo branca (surfactantes sem 6leo) e o controle em branco (placa
micelial sem tratamento). Apds 24, 48 e 72 h, o crescimento micelial foi avaliado medindo-
se o didmetro (mm) das col6nias em duas direcdes perpendiculares, com auxilio de régua

milimetrada (RODRIGUES et al., 2020). O teste foi realizado em triplicata.

6.1.6. AVALIACAO DO POTENCIAL DAS EMULSOES SOBRE A ESTOCAGEM DE BANANAS

6.1.6.1. Acondicionamento das bananas

Coroas de banana da variedade ouro foram adquiridas na Central de Abastecimento

da cidade de Campinas, SP (CEASA) e transportadas para o Laboratdrio de Inovacdo em
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Alimentos (LINA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os frutos foram
lavados com detergente e dgua destilada, imersos em uma solucdo de hipoclorito de sddio
a 1% por 5 min e lavados novamente com agua destilada por 2 vezes. Em seguida, os frutos
foram secos em temperatura ambiente por 2 h. Posteriormente, foram armazenados a 5 °C
por no maximo 2 d para ser usados durante os experimentos. Um lote de bananas (n = 40
unidades) foi analisado pelo ensaio microbioldgico in situ apds um periodo de incubacdo
enquanto outro lote de bananas (n = 96 unidades) foi analisado a cada 5 d de
armazenamento sob os parametros fisico-quimicos de cor, pH, sélidos soluveis totais (SST),

acidez titulavel e textura.

6.1.6.2. Ensaio de microbiota

O experimento foi conduzido de acordo com Rocha et al. (2016) com algumas
modificacBes. As bananas foram condicionadas e desinfetadas em UV por 15 min e imersas
por 60 s em tratamentos de emulsdo a base de A. acutiflora e cinamaldeido (Quadro 3; vide
secdo 6.1.4.1.). A suspensdo de conidios fungicos de Thielaviopsis ethacetica foi ajustada
para 5 x 10° esporos mL? e inoculada no péndulo de banana exposto apds a separacdo da
raquis. Em seguida, os frutos foram colocados em recipientes fechados e incubados em uma
estufa BOD a 25 °C por 12 d, com umidade relativa variando de 97,5 a 99,0% (obtida usando
uma solucdo de K;SO0a4 a 30%), conforme descrito por Winston e Bates (1960). Os registros
de temperatura e umidade relativa foram monitorados com um termohigrémetro pré-
calibrado. Cada grupo tratado foi composto de 10 unidades de banana distribuidas
aleatoriamente. Apds o periodo de armazenamento, 25 g de polpa de cada banana tratada
trituradas foram adicionadas a 225 mL de dgua peptonada estéril a 0,1% para formar a
diluicdo inicial (10), apds o que as amostras foram homogeneizadas. A partir da dilui¢cdo
inicial, foram preparadas diluicGes seriadas em tubos de ensaio contendo 9 mL de agua
peptonada a 0,1% até uma diluicdo de 10* Em seguida, 0,1 mL de cada diluigdo foi
plaqueado pela técnica em superficie em meio de cultura Agar Extrato de Malte (MEA)
solidificado e suplementado com acido tartarico e incubado em uma estufa BOD a 25 °C por
5 d (PITT; HOCKING, 2009). Os testes foram realizados para avaliar o desenvolvimento

microbioldgico sob tratamento emulsionado.
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Quadro 3 - Grupos experimentais dos ensaios de revestimento em frutos

Grupo Tratamento Ndmero de frutos por experimento

Teste antiflingico in situ | Teste de prateleira

Grupo 1 Bananas tratadas com a emulsdo 10 24
combinada OE de A. acutiflora e
cinamaldeido (E-AaCin)

Grupo 2 Bananas tratadas com a emulsdo 10 24
de cinamaldeido (E-Cin)

Grupo 3 Bananas tratadas com o branco 10 24
das emulsdes

Grupo 4 | Bananas tratadas com agua estéril 10 24

6.1.6.3. Ensaio de vida de prateleira

6.1.6.3.1. Aplicagdo dos tratamentos emulsificados nas bananas

As diferentes bananas de cada cacho foram codificadas e, quando desprendidas,
foram distribuidas aleatoriamente em cada um dos grupos experimentais. O experimento
foi projetado com quatro grupos contendo 24 frutos cada. As bananas foram
completamente imersas individualmente nos tratamentos indicados no Quadro 3 por 1 min.
Apds 1 h em temperatura ambiente (26 °C), as bananas secas foram colocadas em
recipientes plasticos fechados e separados por cada grupo e armazenadas por 12 d a 25 °C
em uma incubadora BOD no Laboratdrio de Refrigeracdo (FEA-UNICAMP). Medic¢des de cor,
pH, SST, textura e acidez titulavel foram realizadas em bananas independentes durante os

dias 0, 5 e 10 de armazenamento.

6.1.6.3.2. Determinagdo da cor instrumental

A mudanca na cor das bananas foi monitorada quantitativamente por colorimetria
usando um calorimetro calibrado (CM-2600D, iluminante D65 Konica Minolta Sensing Inc.,
Osaka, Japdo) de acordo com o sistema CIELAB para determinar o L* (luminosidade —
intervalo de preto para branco), a* (coordenada relativa de verde para vermelho) e b*

coordenada relativa de amarelo para azul. As medicdes foram feitas para cada uma das

63



amostras independentes em cada grupo, realizando 3 determinagcles em areas aleatdrias
(lado préximo ao dpice, centro, lado préximo ao péndulo) da casca de 3 bananas de cada
grupo em cada momento da avaliacdo (dia 0, dia 5 e dia 10 de armazenamento). A partir dos
parametros L*, a* e b*, foram determinados a razdo a*/b*, o croma C* (Eq. 2), o angulo de
matiz — Hue® (Eq. 3), e a variacdo de cor (AE) desde o dia inicial até o final do experimento

(Eq. 4) (PERALTA-RUIZ et al., 2020).

C*a = 2f(a'% + b*?) (Eq. 2)
Hue°’= tan‘l(s) (Eq. 3)
AE = 3/((AL %2) + (Aa *2) + (Ab %2)) (Eq. 4)
6.1.6.3.3. Teste mecdnico de textura em bananas

O teste mecanico de textura utilizado para avaliar bananas tratadas e de controle foi
o teste de puncdo por perfuracdo. Esse teste foi realizado em uma Maquina Universal de
Testes ou texturometro (modelo TATX plus, Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra) no
Laboratério de Engenharia de Processos (LEP/FEA/UNICAMP). A resisténcia a penetracdo das
bananas foi estudada utilizando uma sonda mecanica cilindrica de fundo plano e 6 mm de
didmetro, a uma velocidade de teste de 1 mm s e uma distancia de penetracdo de 15 mm
(Figura 16). A resisténcia a penetracdo ou a forca maxima de penetracdo, expressa em
Newton (N), foi definida como a média das 15 forcas maximas necessarias para penetrar a
banana a 6 mm. A perfuracdo foi realizada nas cascas de 6 bananas de cada tratamento em
trés pontos separados e padronizados (lateral perto do dapice, centro, lateral perto do

péndulo). As anadlises foram realizadas nos dias 0, 5 e 10 do armazenamento das bananas.
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Figura 16 - Texturometro perfurando uma banana tratada. Fonte: Autor.

6.1.6.3.4. Sdlidos soluveis totais

Trés frutas de cada tratamento previamente analisadas no teste mecanico de textura
foram selecionadas aleatoriamente para serem trituradas em um liquidificador portatil (sem
adicdo de agua) para obter um suco de fruta que posteriormente foi analisado quanto ao
SST, pH e a acidez titulavel. O teor de SST foi determinado com um refratbmetro portatil
(KASVI, K52-032) em uma escala de 0 a 32%, calibrado com agua destilada de acordo com a
AOAC 932.12. A porcentagem média de SST é expressa em °Brix das trés medicGes de cada

suco de fruta por grupo nos dias 0, 5 e 10 de estocagem.

6.1.6.3.5. Potencial hidrogenibnico

O potencial hidrogeniénico (pH) de cada uma das amostras de suco de banana durante
os trés periodos durante a estocagem foi determinado usando um medidor de pH (modelo
MB-10; Marte, Sdo Paulo, Brasil) calibrado com tampdes de pH 7,0 e 4,0. As medicbes foram

realizadas trés vezes para cada suco de fruta triturado.

6.1.6.3.6. Acidez titulavel

A acidez tituldvel (AT) das amostras de bananas tratadas com emulsGes e de controle

foi analisada periodicamente baseado pelo método reportado por Nielsen (2017) com
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algumas modifica¢des. Inicialmente, 6 mL de suco de banana foram adicionados a 15 mL de
agua destilada em 3 béqueres diferentes de 50 mL para obter 3 subamostras por fruta.
Depois, 3 gotas de solugdo de fenolftaleina a 1% foram adicionadas a cada subamostra de
suco e agitadas vigorosamente. Usando uma bureta preenchida com uma solugdo
padronizada de NaOH (0,1 N), as subamostras foram tituladas até que fosse observada uma
mudanca de cor de transparente para rosa, momento em que o ponto final da titulagdo foi
determinado. Esse ponto de titulacdo foi monitorado com um medidor de pH até que a
solucdo atingisse um pH de 8,2. A acidez foi determinada como a porcentagem de acido

citrico (%) de acordo com a Eq. 5 proposta por Nielsen (2017).

(mL base titulavel)x(N da base em mol /L) x(Eq.wt.acido)
(Volume da amostra em mL)X10

AT (% acido citrico) = (Eq. 5)

6.2. METODOLOGIA DO ESTUDO 2

A Figura 17 mostra o esquema experimental desenvolvido no Estudo 2, indicando os

diferentes subobjetivos por etapas e seus respectivos processos e atividades.
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Figura 17 — Esquema experimental do Estudo 2.

66



6.2.1. ETAPA FITOQUIMICA

6.2.1.1. Recepgao do 6leo essencial

O ¢6leo essencial de estudo obtido de folhas da espécie aromatica Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf. foi doado em cooperacdo técnica entre a Universidade Federal Fluminense e um
produtor agricola do municipio de Bom Jardim, Estado do Rio de Janeiro. De acordo as
informacdes proporcionadas, a coleta do material folhar de C. citratus foi realizada em junho
de 2019, sendo este submetido a destilagdo por arraste de vapor para a obtencdo do dleo

essencial de C. citratus (OECc).

6.2.1.2. Caracterizacdo quimica do dleo essencial de Cymbopogon citratus

A identificacdo e a caracterizacdo quimica dos componentes do éleo essencial de C.
citratus foram realizadas por CG/EM e CG/DIC, respectivamente, conforme indicado na

Subsecdo 6.1.1.3.

6.2.2. TESTE DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA SOBRE O PATOGENO DA PINTA PRETA

6.2.2.1. Preparo do indculo de Alternaria alternata

A cepa CCT 1250 do fungo Alternaria alternata, adquirida da Colecdo de Culturas
Tropicais da Fundacgdo de Pesquisa André Tosello e mantida na colegdo do Laboratério de
Microbiologia de Alimentos | da Universidade Estadual de Campinas, foi usada nos
experimentos. Suspensdo de conidios do fungo filamentoso A. alternata foram preparados
em meio nutriente 4dgar polpa de tomate (APT) em placas de Petri estéril por 10 d de
incubacdo a 28 °C. Apds o tempo de crescimento, foram adicionados 10 mL de Tween 80
0,01% (v/v), e a superficie das placas foi raspada para obter um sobrenadante que foi filtrado
e coletado para infeccdo celular. Os conidios da suspensado fungica de A. alternata foram
quantificados em uma camara de Neubauer em microscépio 6ptico (objetiva de 40x),

determinando a concentracdo celular expressa em conidios mL™* (Ver 6.1.2.1.).
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6.2.2.2. Ensaio de microdilui¢dao do 6leo essencial de C. citratus

A determinacgdo da concentracdo inibitdria minima (CIM) e a concentracdo fungicida
minima (CFM) do dleo essencial de folhas de C. citratus foi determinada pelo teste de
microdiluicdo descrito na secdo 6.1.5.2. Em placas de 96 pocos estéreis foi adicionado meio
nutritivo RPMI 1640 e o 6leo essencial a fim de obter concentragdes seriadas de 0,2, 0,1,
0,05, 0,025, 0,0125, 0,00625, 0,003125, e 0,00156% (v/v). Adicionalmente, os micropogos
testes foram inoculados com esporos de A. alternata na concentracgdo de 1 x 10° conidios
mL™*. O esquema experimental também considerou micropogos de controle de crescimento
fungico (na auséncia do 6leo essencial) e de esterilidade (sem inoculacdo). As placas foram
seladas e incubadas a 25 °C em estufa de incubagdao. O crescimento foi identificado pela
mudanca de cor no meio (de rosa a amarelo) e foi monitorado apds 5 d. Os micropoc¢os onde
se mantinha uma coloracdo rosa foram considerados para determinar a CIM. A concentragdo
fungicida minima foi determinada inoculando o contelddo dos micropocos sem crescimento
em meio nutritivo de agar polpa de tomate solidificado em placas de Petri seguido de
incubacdo a 28 °C e 2 d. A concentracdo minima a partir da qual ndo houve crescimento em

placa de Petri foi considerada a CFM.

6.2.3. ETAPA DE SCREENING POLIMERICA POR COACERVAGAO COMPLEXA

6.2.3.1. Materiais e reagentes

Para escolher um par polimérico ideal para a encapsulacdo do dleo promissor do
Estudo 2, os biopolimeros quitosana (QUI), alginato de sédio (ALG), amido de mandioca
(AM), gelatina tipo A (GEa) e tipo B (GEb), proteina de ervilha (PEA) e goma arabica (GA)
foram testados durante a fase de screenning polimérica. A quitosana ndo purificada
(Polymar Ciéncia e Nutri¢cdo, 20100210, grau de acetilacdo = 89%, PM = 69.000 g/mol) foi
preparada em acido acético glacial diluido (1% v/v). O alginato de sédio (GastronomyLlab,
387 mPa.s, M/G <0,8 — nomeado neste estudo como alginato 387 — ALG.387), o alginato de
sédio (FMC BioPolymer NF Manugel DMB, 300 mPa.s; nomeado como alginato 300.
ALG.300), o amido de mandioca (Ingredion Brasil), a gelatina alimenticia tipo A (Gelita South
America), gelatina tipo B de pele bovina (forga do gel 244 bloom, LF 21502/04, Gelita South
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America), a proteina de ervilha (Ingredion, Brasil) e a goma arabica (IRX49345, Colloides

naturels Brasil Comercial Ltda, 300.000 g mol*) foram dissolvidos em dgua deionizada.

6.2.3.2. Distribuicao de cargas

A determinacdo do potencial zeta foi usado para quantificar a densidade de carga
superficial de cada solucdo polimérica. As solucdes de alginato 387 (ALG.387) e alginato 300
(ALG.300), quitosana, amido de mandioca e gelatina tipo B foram preparadas a 0,1% (m/m)
e homogeneizadas por agitacdo constante durante 15 h antes do ensaio para garantir total
hidratacdo dos polimeros. A densidade de carga dos biopolimeros foi determinada nas
solucBes poliméricas que apresentaram diferentes variacdes de pH usando o equipamento
modelo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd em Malvern, Worcestershire, Reino
Unido). O pH das solugdes poliméricas foi ajustado manualmente por titulacdo adicionado
acido cloridrico HCI (1, 0,1 e 0,01 M) ou hidroxido de sédio NaOH (1, 0,1 e 0,01 M). Durante
todo o experimento, as solugdes foram mantidas em agitacdo a 40 °C e as leituras foram

feitas em intervalos regulares com trés repeticdes.

6.2.3.3. Varredura polimérica para coacervacao complexa

Para determinar as condi¢Bes ideais para o encapsulamento do dleo essencial por
coacervacdao complexa, foram testados diferentes biopolimeros e parametros. O processo
de coacervagdo complexa realizado durante a triagem polimérica foi descrito por Gongalves
et al. (2017) e Prata e Grosso (2015) (Ver sec¢do 6.2.2.6). Dentro do processo fisico-quimico
da coacervacdo complexa, distinguem-se uma fase polimérica emulsificante, uma fase
polimérica complexante em proporcdes de volume/massa especificas, um nucleo ou
ingrediente ativo e um agente usado para ajustar a solucdo ao pH de coacervacgao (pHc)
definido pela distribuicdo de cargas. Devido a limitacdo da quantidade do dleo essencial
promissor (C. citratus), os experimentos de triagem de coacervacdo complexa foram
realizados usando d6leo de resina de paprica (Capsicum annuum) em 6leo de girassol (1,25%)
como o nucleo das microparticulas iniciais. Os biopolimeros testados como material de
parede de coacervacdo complexa foram os seguintes: quitosana (QUI), alginato 378

(ALG.378), alginato 300 (ALG.300), amido de mandioca (AM), gelatina tipo A (GEa), gelatina
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tipo B (GEb), goma arabica (GA), proteina de ervilha (PEA). Diferentes formulacGes foram
testadas considerando os resultados experimentais do potencial zeta (potencial {) de cada
solugdo polimérica (6.2.2.2) e aqueles relatados em estudos anteriores. O Quadro 4 indica
os biomateriais e as condig8es investigadas no presente estudo para microencapsular um
nucleo oleoso e escolher uma formulacao ideal. Os sistemas ou formulacdes foram avaliados
considerando a capacidade de emulsificacdo do dleo, a separacao de fases e a encapsulagao

do ¢leo verificada por microscopia 6tica.
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Quadro 4 - Condic¢Bes experimentais de coacervagdo complexa no presente estudo

ID Fa.s-e Fase Razao pHc Acido STfx L. Referenci?
emulsificante complexante (Tedrica ou experimental)

F1 GEb GA 1:1 4,0 HCI (1 M) 2,5% (GONCALVES et al., 2017)

F2 QUI ALG.387 1:1,3 4,0 HCl (1 M) 1,25% (45 mV/-57 mV)

F3 AM ALG.387 10:1 4,0 HCI (1 M) 1,25% (-4,58 mV/-57 mV)

F4 ALG.387 AM 1:10 4,0 HCl (1 M) 1,25% (-57 mV/-4,58 mV/)

F5 PEA ALG.387 31 4,0 HCI (1 M) 1,25% (18 mV*/-57 mV)

F6 Qul AM 1:9 4,0 HCI (1 M) 2,5% (45 mV/-4,58 mV)

F7 ALG.387 PEA 1:3 4,0 CH3COOH (5%) 1,25% (-57 mV/18 mV*)

F8 GEa ALG.387 3,2:1 4,0 HCl (1 M) 1,25% (17 mV*/-57 mV)

F9 GEa ALG.387 3,2:1 4,0 CH3COOH (5%) 1,25% (17 mV*/-57 mV)

F10 GEa ALG.387 3,5:1 3,75 CH3COOH (5%) 1,25% (DEVI; KAKATI, 2013)

F11 GEb ALG.387 4,5:1 4,20 CH3COOH (5%) 1,25% (12 mVa/-57 mV)?

F12 GEb ALG.300 4,51 4,15 CH3COOH (5%) 1,25% (12 mVa/-57 mv)?

F13 GEb ALG.300 5:1 4,0 CH3COOH (5%) 1,50% (10 mV/-50 mV)

STFx: sdlidos totais fixos; Biopolimeros - QUI: quitosana, GA: goma ardbica, ALG.378; alginato 378, ALG.300: alginato 300, AM: amido de mandioca, GEa:
gelatina tipo A, GEb: gelatina tipo B, PEA: proteina de ervilha. pHc: pH de Coacervacdo; *Dados experimentais do grupo ndo publicados; ? dados extraidos de
Gongalves (2016).
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6.2.3.4. Determinacao da estequiometria adequada entre os polimeros

Os materiais da parede e as condi¢des ideais de coacervagdo complexa foram investigados a
partir do resultado do potencial zeta de cada polimero de maneira experimental. A partir da
distribuicdo de carga foi definido um valor de pH especifico e uma proporcdo de um polimero
emulsificante e um polimero complexante para determinar as condi¢des ideais de complexacdo
como pH de coacervacdo (pHc), sélidos fixos totais (STfx) e proporcdo ideal para coacervacdo
complexa do d6leo essencial de C. citratus. Solucdes dos biopolimeros Alginato 300 (ALG.300) e
gelatina tipo B (GEb) a 1% foram homogeneizadas em 4gua destilada 15 h antes do ensaio nas
proporcgdes 1:4,5 e 1:5. Um volume de 5 mL de cada solucdo dos polimeros foi misturado em um
béquer de 50 mL por agitacdo magnética a 45 °C e o pH de cada sistema foi ajustado a 4,0, 4,15, e
4,25 com dacido acético glacial 5%. Apds ajuste do valor de pH das solugdes, a absorbancia de cada
sistema polimérico foi medida na faixa de comprimento de onda de 590 nm utilizando um

espectrofotémetro UV-Vis (T60 U PG Instruments Limited, Reino Unido) (GONCALVES, 2016).

6.2.3.5. Formulagao de microparticulas por coacerva¢ao complexa

Para preparar as microparticulas bioativas, foi aplicada a metodologia descrita por
Gongalves et al. (2017) e Prata e Grosso (2015) com algumas modificacdes. Inicialmente,
uma solucdo de 100 mL dos pares poliméricos gelatina tipo B (GEb) e alginato 300 (ALG.300)
na proporcdo de 5:1 foram preparadas em béquer de 250 mL em uma concentragdo de
1,80% p/p em agua deionizada estéril e foram mantidas sob agitacdo em agitadores
magnéticos (IKA | C-MAG HS 7) por 15 h. Antes de iniciar o experimento, as solu¢des foram
aquecidas a 45 °C para assegurar a homogeneizacao completa dos polimeros. Depois, o dleo
essencial de C. citratus (OECc) foi adicionado a fase emulsificante, gelatina tipo B (GEb) nas
concentracbes de 0,50 e 0,25%. Essa nova mistura foi homogeneizada em um
homogeneizador Ultra Turrax a 14.000 rpm por 3 min. Em seguida, a mistura
homogeneizada foi adicionada lentamente a 100 mL da solugdo complexante (ALG.300) a 45
°C. A solucdo foi mantida sob agitacdo constante e o pH foi ajustado para 4,0 com a adicdo
de 4cido acético glacial - CH3COOH (5%, v/v). Depois disso, 600 mL de dgua deionizada
aquecida a 50 °Cfoi adicionada ao sistema. A suspensdo dispersante foi mantida em agitacdo
magnética durante toda a formacado da particula. Esta solugdo dispersante foi resfriada a 10
°C usando um banho de gelo por 45 min. Em seguida, a solucdo foi colocada em repouso a

10 °C por 16 h. As particulas foram separadas da suspensdo aquosa. Desta maneira, foram
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obtidas as microparticulas p.0,50% (contendo 0,50% do 6leo essencial de C. citratus) e as
microparticulas p.0,25% (contendo 0,25% do dleo essencial de C. citratus) em fungdo do

potencial fungistatico do derivado vegetal estudado (GONCALVES, 2016).

6.2.3.6. Determinacao da eficiéncia de coacervacao

Inicialmente, para calcular o rendimento do processo de coacervagao foi determinada
a massa total de particulas e agua contida no béquer. Depois, a fase precipitada, que
corresponde as microparticulas foi cuidadosamente separada do sobrenadante que foi
vertido e desprezado. Este processo foi repetido para que as particulas se compactassem
ainda mais e expulsassem o solvente. A massa das microparticulas (fase coloidal) foi
determinada em balanca analitica (UX420H Marte). O contelddo de umidade das
microparticulas foi determinado em triplicata. Uma massa de aproximadamente 2 g de
particulas Umidas foi pesada em placa de Petri previamente tarada, e a avaliagcdo da massa
de particulas secas apods terem permanecido a 70 °C em estufa a vacuo por 24 h. A
porcentagem do teor de sélidos totais (ST) presentes nas aliquotas de particulas foi calculada

de acordo a Eq. 6.

(Massa da amostra seca)

Teor de ST(%) = X 100 (Eq. 6)

(Massa da amostra de particula)

Por meio dos dados de porcentagem de sdlidos totais presentes nas particulas é
possivel determinar o rendimento do processo de coacervacdo que expressa a relacdo de
material seco precipitado em relagdo a massa de sélidos secos iniciais (polimeros e 6leos)
adicionados ao sistema conforme a Eq. 7.

__ (Massa coacervado = % ST)

Rendimento de coacervagdo == ———-——— (Eq. 7)

Posteriormente, foi necessario determinar a relacdo entre a massa de éleo contida em
um grama de particula Umida que é conhecida como Load (Eq. 8). Desta maneira, a eficiéncia
do processo de complexacdo (EPC) dos polimeros é calculada considerando a massa de

coacervado obtido junto com o Load (Eg. 9).
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(massa do 6leo total)

Load = (Eq. 8)

(massa da particula imida)

(massa coacervado * Load))

EPC =

(Eq. 9)

(massa inicial de polimeros )

6.2.3.7. Caracterizacdo morfologica das microparticulas e a verificagao qualitativa de

encapsulagao

A morfologia e a encapsulacgdo do d6leo nas microparticulas Umidas foram
determinadas por microscopia ética com camera digital incorporada (ZIE) com a objetiva de
10x. Adicionalmente, por métodos de espectrofotometria e cromatografia foi avaliada
qualitativamente a presenca do 6leo essencial promissor dentro das microparticulas
formadas. Inicialmente, 2 g de microparticulas (p.0,50% de OECc) foram secas em uma
estufa a 40 °C por 24 h. Apds, os solidos foram triturados em um almofariz utilizando 5 mL
de diclorometano Grau HPLC (Sigma-Aldrich). O sobrenadante foi extraido usando uma
seringa com um filtro de 0,22 um (Millipore) acoplado a sua extremidade fina. Este processo
foi repetido até obter 30 mL do sobrenadante. A encapsulacdao de d6leo no lote da
microparticula p.0,50% foi medida em triplicata (GONCALVES et al., 2017). Depois,
varreduras de espectro dos sobrenadantes, o éleo essencial de C. citratus (30 ug mLt) e o
padrao citral (30 pg mL™) dissolvidos em diclorometano foram feitas no Espectrofotdmetro
UV-Visivel Shimadzu (2600 UV-Vis). Da mesma forma, uma aliquota de 1 mL dos
sobrenadantes das microparticulas e do citral foram injetadas no cromatégrafo gasoso
acoplado ao espectrdmetro de massa (CG-EM QP 2010 Ultra Shimadzu) seguindo as

condicdes descritas na se¢do 6.1.1.3.

6.2.3.8. Tamanho das particulas e a distribuicao de tamanho

O tamanho médio das particulas Umidas foi determinado utilizando o principio de
espalhamento de luz de laser (Mastersizer 2000, Malvern, Alemanha) com a unidade de
suspensdo de amostra onde quantidades de microparticulas foram suspensas em agua

destilada ajustando-se estas quantidades para um nivel adequado de refracdo para a

74



deteccdo do equipamento. Cada valor foi resultado de triplicata. Os dados do diametro de
volume médio de microparticulas (Da3) e da largura de distribuicdo das microparticulas

(Span) foram calculados pelo software do equipamento.

6.2.3.9. Determinagao do potencial fungistatico e fungicida do éleo livre e encapsulado

A atividade antifungica do 6leo essencial livre de C. citratus e encapsulado por meio
de microparticulas sob o fungo Alternaria alternata foi determinada pelo ensaio de
microdiluicdo de acordo com o item 6.2.2.2. As concentragdes inibitérias minimas (CIM)
foram determinadas por mudancas de cor do meio nutriente liquido RPMI 1640 apds 5 d de
incubacdo das placas a 28 °C enquanto as concentracdes fungicidas minimas (CFM) foi
determinada pelo crescimento fungico observado a partir de re-inoculagdo em meio

nutriente solidificado em triplicata para cada concentracdo.

6.2.4. ETAPA DE DESENVOLVIMENTO DE RECOBRIMENTOS COMESTIVEIS

6.2.4.1. Preparagao do revestimento

O revestimento foi preparado pelo método casting baseado em Guimardes et al.,
(2024) com modificacGes. Os revestimentos comestiveis ou emulsdes formadoras de filme
(EFF) foram preparados com base no biopolimero fécula de mandioca National Frigex®
(Ingredion), junto com o plastificante glicerol, o emulsificante Tween 80 e o éleo essencial
microencapsulado ou livre de C. citratus. 500 mL de solucdo de dispersao foi preparada
dissolvendo-se 4% (m/v) de fécula de mandioca em dagua milli-Q estéril sob agitacdo e
aquecimento até a gelatinizacdo a 70 °C por 12 min. Em seguida, 30% de glicerol (m/m) em
relacdo ao biopolimero foi adicionado a EFF sob agitacdo, mantendo a temperatura a 70 °C
por 15 min. Depois, a EFF foi resfriada a 35 °C para a adicdo dos coacervados ou do éleo
essencial de C. citratus livre, misturados com 2% (m/m) de Tween 80 (em relacdo a
concentragdo do 6leo). As EFF foram homogeneizadas vigorosamente (visando formacgdo de
vortex) em uma placa de agitacdo por 10 min sem aquecimento. Diferentes filmes foram
preparados para os testes experimentais em frutas de acordo com o Quadro 5. As EFF foram

mantidas refrigeradas até a aplicacdo nas frutas.
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Quadro 5 — FormulagGes de revestimentos comestiveis

Revestimento | Biopolimero | Plastificante Ingrediente ativo Emulsificante
EFF1 20g 6g 12 g microparticula p.0,50% 0,005 ¢g
EFF2 20g 6g 12 g microparticula p.0,25% 0,005 g
EFF3 20g 6g 0,25 % de 6leo esencial de C. 0,005 g

citratus
EFF4 20g 6g 12 g microparticula sem dleo 0,005 ¢g
essencial

EFF: Emulsdo formadora de filme; p.0,50%: microparticula contendo 0,50% de 6leo essencial
de C. citratus; p.0,50%: microparticula contendo 0,25% do d6leo essencial de C. citratus.

6.2.4.2. Ensaio da uniformidade do recobrimento

Diferentes formulacdes foram realizadas para definir a metodologia apropriada para a
producdo de emulsGes formadoras de filme (EFF) adequadas para o revestimento de
tomates (Apéndice 2). Desta maneira, a adesdo e a homogeneidade das diferentes
formulacdes foram avaliadas por meio do teste de iodo-amido descrito por Gomes Filho et.,
(2016) com modificagBes. Tomates previamente lavados e sanitizados (conforme a Se¢ao
6.2.4.1) foram submersos duas vezes por 2 min com pingas esterilizadas em 500 mL de cada
formulacdo de revestimento. Em seguida, foram secos em temperatura ambiente por 30
min. Os tomates foram borrifados com solucdo de iodo para verificar a presenca de amido.
A mudanca de cor dos frutos para uma cor preta foi o indicador para avaliar a uniformidade
da aplicacdo do revestimento. O nimero de aplicagdes (1, 2 e 3 vezes por 2 ou 5 min) que
seriam necessarias submergir os frutos para revesti-los de forma homogénea nos ensaios de

avaliacdo in situ também foi verificado por esse método qualitativo.

6.2.4.3. Caracterizagdo fisico-quimica dos revestimentos

As emulsdes formadoras de filme (EFF) preparadas foram caracterizadas por medicdes
do tamanho das particulas, pH, viscosidade e densidade relativa de acordo com Peralta-Ruiz

et al. (2020).
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6.2.4.3.1. Tamanho da particula

O diametro médio do volume - D 4,3 e a distribuicdo das particulas (span) das diferentes
EFF foram determinados usando um Mastersizer 2000 (Malvern, Alemanha), conforme

descrito na Se¢do 6.2.3.9.

6.2.4.3.2. pH

O pH de cada EFF a 25 °C foi determinado com um pHmetro em triplicata. O

equipamento foi previamente calibrado com tampdes de pH 7,0 e 4,0.

6.2.4.3.3. Viscosidade

A viscosidade relativa de cada EFF foi determinada por meio de um redmetro de
tensdo controlada (AR1500ex, TA Instruments, New Castle, DE, EUA) equipado com uma
geometria cone placa de dngulo de 2° de aco inoxidavel com didmetro de 40,0 mm e gap de
53 microns. As curvas de fluxo para as emulsGes formadas por filme foram obtidas em taxas
de cisalhamento variando de 0 a 300 s a 25 °C. A viscosidade na taxa de cisalhamento de
100 st foi considerada para cada EFF de acordo com Peralta-Ruiz et al. (2020). Foram

realizadas trés rampas para cada EFF.

6.2.4.3.4. Densidade relativa

A densidade relativa de cada emulsdo formadora de filme - EFF foi determinada pela
AOAC 920.212:1995 e ISO 279:1998. Um picnémetro de 50 mL limpo e vazio foi pesado em
uma balanga analitica e, em seguida, preenchido com cada EFF e pesado novamente. A

densidade relativa p (expressa em kg m3) das EFFs foi calculada de acordo com a Eq. 10.

__ (peso picnometro+EFF)—(peso picnometro vazio)

p (Eq. 10)

volume do EFF

77



6.2.5. ETAPA DE ENSAIOS IN SITU

6.2.5.1. Selegao e acondicionamento de frutos

Tomates de cultivar italiano foram adquiridos na Central de Abastecimento da cidade
de Campinas (CEASA, SP). Para garantir a qualidade ideal, os frutos foram selecionados
manualmente e classificadas com base em seu tamanho e cor da casca. Foram selecionados
apenas os frutos com nivel de maturagdo entre 50 e 70%, sem defeitos fisioldgicos, lesdes
ou infecgdes detectaveis por microrganismos. Os frutos foram entdo transportados para o
Laboratdrio de Inovacdo de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas em sacolas
plasticas, a uma temperatura de aproximadamente 25 °C. Os frutos foram lavados com
detergente, submergidos em solucdo de hipoclorito 1% durante 10 min, lavados com agua
deionizada novamente e secos a temperatura ambiente. Apds desinfeccdo, os frutos foram
armazenados a 5 £ 1°C por no maximo 2 d para manter a integridade dos frutos. Os frutos
foram usados como modelo para a
realizacao de dois diferentes ensaios de avaliagdo dos revestimentos produzidos (EFF):

ensaio de tratamento curativo e ensaio de vida de prateleira do tomate (shelf life).

6.2.5.2. Ensaio antifungico artificial em tomates

Este experimento visou avaliar o efeito curativo das diferentes emulsdes formadoras
de filme (EFF) sobre tomates revestidos quando estes foram posteriormente infectados
artificialmente com conidios do fungo A. alternata durante estocagem controlada. O ensaio
teve um desenho experimental formado por cinco grupos de tomates com 10 unidades (n =
10) cada um, distribuidos de maneira aleatdria. Os diferentes grupos experimentais deste

experimento sdo apresentados na Quadro 6.
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Quadro 6 - Grupos experimentais dos ensaios de revestimento em tomates

Numero de frutos por experimento
Grupo Tratamento Ensaio antiftingico Ensaio de.vida de
o prateleira de
artificial em tomates
tomates
Grupo 1 Tomates revestidos com a EFF1 10 24
(microparticulas p.0,50%)
Grupo 2 Tomates revestidos com a EFF2 10 24
(microparticulas p.0,25%)
Grupo 3 Tomates revestidos com a EFF3 10 24
(6leo livre C. citratus 0,25%)
Grupo 4 Tomates revestidos com a EFF4 10 24
(microparticulas sem OE)
Grupo 5 Tomates nao revestidos 10 24

EFF: Emulsdo formado de filme; OE: éleo essencial; p.0,50%: microparticula contendo 0,50% de 6leo
essencial de C. citratus; p.0,50%: microparticula contendo 0,25% do déleo essencial de C. citratus.
(Informacdo sobre os tratamentos veja o Quadro 5).

6.2.5.2.1. Aplicagdo dos revestimentos

Os tomates desinfectados e secos foram separados em copos de plasticos de 80 mL
e expostos em UV durante 15 min em uma cabine de biosseguranca no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos | (FEA/UNICAMP) para assegurar sua esterilidade. Depois, 0s
tomates foram totalmente imersos em cada emulsdo formadora de filme (EFF) durante 2
min com 3 repeti¢cdes e drenados por 2 min. Os tomates foram entdo colocados novamente

nos copos de plasticos para secagem por 2 h na cabine de biosseguranca.

6.2.5.2.2. Ensaio de contaminagdo artificial em frutos

O ensaio de avaliagdo preventiva dos revestimentos foi realizado seguindo a
metodologia de Fagundes et al. (2013), com algumas modificacGes. Apds a secagem dos
revestimentos, todos os tomates dos diferentes grupos foram feridos superficialmente no
equador do fruto com a ponta de um bisturi de aco inoxidavel estéril com 5 mm de didmetro.
A ferida foi inoculada com 10 uL de uma suspensdo de conidios de A. alternata (consulte a
sec306.2.2.2.) em meio nutritivo RPMI 1640 contendo uma concentracdo de 1 x 10 conidios

mL . Os tomates com seus respectivos suportes (copos de pldstico) foram entdo distribuidos
79



aleatoriamente em caixas de armazenamento de plastico de polietileno com tampas (40,5 x
25,8 x 13,6 cm), previamente desinfectadas e expostas a radiacdo UV. Estas caixas contendo
os tomates dos diferentes grupos foram armazenados em uma incubadora BOD a 25+ 1 °C
e 70% de umidade relativa por 12 d de armazenamento.

A severidade da doenca da pinta preta gerada pelo fungo A. alternara nos tomates foi
monitorada aos 3, 6 e 9 d de incubacgdo, medindo-se o diametro da lesdo (mm) com o auxilio
de um paquimetro digital. Todas as medicGes foram realizadas em uma sala previamente
exposta a UV e préximos a um bico de Bunsen para evitar a contaminagao microbiana das
unidades de amostragem. Os resultados foram apresentados em porcentagem de reducado
da gravidade em comparacdo com os dados do grupo ndo tratado (Grupo 5). Os dados de
gravidade foram usados para calcular a drea abaixo da curva de progresso da doenca

(AACPD) de acordo com a Eq. 11 (HENDGES et al., 2021).

Yien1 +Yi

AUPDC = ZL (o2t

) (X +1-X) (Eq. 12)
Onde, n = numero de avaliagdes; Y; = severidade da doenca nas diferentes avaliagdes

it": X;=tempo em dias de avaliac3o.

6.2.5.3. Ensaio de vida de prateleira de tomates revestidos

Para o teste do efeito dos revestimentos nos tomates durante o periodo de
estocagem, foram usados 120 frutos. Os tomates desinfetados foram codificados e
distribuidos aleatoriamente nos respectivos 5 grupos experimentais, conforme mostrado na
Tabela 6. Cada grupo foi constituido de 24 tomates que serviram como amostras
independentes para avaliagdo e monitoramento em 0, 3, 6 e 9 dias de armazenamento em
BOD a 25 °C. Os tomates foram revestidos por imersao durante 2 min em 3 aplicagGes. Em
seguida, os tomates foram colocados para secar a temperatura ambiente (30 °C) em
suportes por separado (copos plasticos) sem fluxo de ar. Apds 3 h de secagem, os tomates
foram armazenados em uma incubadora BOD no Laboratério de Inovacdo Alimentar
(LINA/FEA/UNICAMP) a 25 °C por 9 d. Pardmetros como perda de peso, cor, textura, solidos
solUveis totais, pH e acidez titulavel foram monitorados periodicamente durante o periodo

de estocagem.
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6.2.5.3.1. Andlise instrumental de cor nos tomates

A cor instrumental dos tomates foi medida periodicamente nos dias 0, 3, 6 e 9 de
armazenamento com um colorimetro calibrado (CM-2600D, iluminante D65 Konica Minolta
Sensing Inc., Osaka, Japdo). As medi¢des de cor produziram as coordenadas de luminosidade
(L*), verde-vermelho (a*) e azul-amarelo (b*) do sistema CIELAB (CIE, 1976; McLaren, 2008).
As condicGes de medicdo estdo descritas na Secdo 6.1. Os estagios de maturacdo dos
tomates foram determinados calculando-se o Croma (C*ap) (Eg. 2), 0 angulo Hue (°Hue) (Eq.

3) e a mudanca de cor (Eq. 4, Veja 6.1.6.4.) ((PERALTA-RUIZ et al., 2020).

6.2.5.3.2. Perda de peso do tomate

A massa dos tomates em cada um dos tratamentos (n=6) foi medida em uma balanga
analitica (modelo BG 4000, Gehaka Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Os dados foram avaliados como
perda de peso percentual, que foi calculada como a razdo entre o peso inicial e o peso final

de cada tomate no final do tempo de armazenamento, de acordo com a Eq. 12.

peso final do fruto (g) — peso inicial do fruto (g)

Perda de peso (%) = * 100 (Eq. 12)

peso inicial do fruto (g)

6.2.5.3.3. Avaliagdo da textura nos tomates

A textura dos tomates foi estudada utilizando o texturémetro tipo Universal Testing
Machine (modelo TATX plus, Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra). A resisténcia das
amostras a penetracdo foi determinada através de ensaio de puncdo, utilizando um probe
cilindrico de aco inoxidavel com base plana de 2 mm de diametro. A forca maxima de
penetracdo, expressa em Newton (N), foi definida como a média de quinze forcas maximas
necessarias para que o probe penetrasse 15 mm em tomates a uma velocidade de 2 mm s
(FONTES, 2005; GARCIA, 2009). Trés puncoes em diferentes pontos dos tomates de maneira

padronizada foram realizados em cada fruto testado. Seis frutos foram analisados por cada

grupo durante os dias 0, 3, 6, e 9 de estocagem.
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6.2.5.3.4. Andlises de sdlidos soluveis totais

Os solidos soluveis totais (SST) de trés frutos independentes de cada grupo
previamente perfurados no ensaio de textura foram analisados em cada periodo de
monitoramento. Cada fruto foi triturado por separado em um liquidificador portatil sem a
adicdo de agua destilada para posterior provas fisico-quimicas. O teor de sélidos sollveis
totais foi determinado com um refratdbmetro manual modelo (KASVI, K52-032), em uma

escala de 0 a 32%, e calibrado com agua destilada AOAC 932.12.

6.2.5.3.5. Medicoes de pH

O pH das amostras do suco de tomate (sem adicdo de dgua destilada) foi determinado
utilizando um pHmetro (modelo MB-10; Marte, Sdo Paulo, Brasil) calibrado com tampdes de

pH 7,0 e 4,0. As analises foram realizadas no dia 0, 3, 6, e 9 de estocagem.

6.2.5.3.6. Andlises de acidez trituravel

As amostras dos tomates tratados com os revestimentos foram analisadas seguindo a
metodologia de Nielsen (2017) com algumas modificacGes (Ver 6.1.6.8). De maneira geral,
um volume de 150 mL de dgua destilada foi adicionado a 20 mL do suco triturado de cada
fruto analisado. Esta mistura foi homogeneizada em liquidificador portatil durante 30 s e
depois foram separados 30 mL desta suspensdao em Erlenmeyer de 250 mL para obter
subamostras. A cada amostra de suco foram adicionadas 6 gotas de solucdo de fenolftaleina
a 1% e cada solugao foi agitada vigorosamente. Usando uma bureta com solugao
padronizada de NaOH (0.1 N) as amostras foram tituladas até a observar a alteracdo de cor
de transparente a rosa onde e observar um pH de 8,2. As medi¢cdes de acidez foram
realizadas a partir de 3 frutos independentes de cada grupo utilizados no ensaio de textura
nos dias 0, 3, 6 e 9, sendo estes selecionados aleatoriamente para analises fisico-quimicas.

A acidez tituldvel foi determinada em porcentagem de d4cido citrico (%) de acordo a Eq. 5.

6.3. ANALISES ESTATISTICAS
Os dados de ambos os estudos foram analisados no software Prism GraphPad
(Chicago, EUA). Os dados foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de
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Anderson-Darling (p < 0,05). Os dados paramétricos com grupos de fator Unico foram
analisados pela andlise de variancia ANOVA com os respectivos pds-testes (Tukey, p < 0,05),
expressando graficamente o valor médio e seu erro padrdo da média (SEM). Enquanto isso,
as diferencas entre os dados ndo paramétricos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis
a partir da mediana. Os dados com grupos de dois fatores, como parametros fisico-quimicos
dos frutos, avaliando o tempo de armazenamento em cada tratamento, foram analisados
por ANOVA bidirecional com comparacdes multiplas, avaliando o efeito simples entre os

tempos de armazenamento para cada grupo por meio do método pds-teste de Dunnett.

6.4. CONSIDERACOES SOBRE ASPECTOS ETICOS E/ OU GESTAO DO
PATRIMONIO

As espécies vegetais de Annona acutiflora e Xylopia ochrantha estudadas no presente
estudo foram coletadas do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba sob a Autorizacdo de
coleta N° 37006-5 SISBIO/ICMBio com fins académicos e de pesquisa. O acesso as espécies
vegetais utilizadas no projeto foi cadastrado no formuldrio de autorizacdo n® A491A56 de
acesso na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado - SisGen. Também, o acesso ao patrimbnio genético
do fungo Thielaviopsis ethacetica isolado no territério brasileiro foi registrado sob a

autorizacao n® AAA459F no SisGen.
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7. RESULTADOS

7.1. RESULTADOS DO ESTUDO 1

7.1.1. COMPOSICAO QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS

A partir da analise CG-EM/DIC, foi possivel caracterizar a composi¢cdo quimica dos
oleos essenciais de duas espécies Annonaceas (Ver Apéndice D). Inicialmente, 22 compostos
foram identificados no dleo essencial das folhas de A. acutiflora (OEAa) coletado em margo
de 2023 no Pargque Nacional da Restinga de Jurubatiba. O 6leo OEAa é predominantemente
rico em sesquiterpenos hidrocarbonetos (83,9%) e apresenta uma baixa quantidade de
sesquiterpenos oxigenados (5,2%) (Quadro 7). Os sesquiterpenos biciclogermacreno e (E)-
B-farneseno foram os principais componentes desse derivado com uma porcentagem
relativa de 37,0 e 11,8%, respectivamente. Ao contrario do OEAa, o 6leo essencial extraido
da X. ochrantha (OEXo) tem diferentes monoterpenos de hidrocarboneto, mas sua classe
predominante é a dos sesquiterpenos de hidrocarboneto. Esse déleo também tem o
sesquiterpeno biciclogermacreno (26,77%) como seu principal constituinte, mas seu

segundo principal constituinte € o monoterpeno hidrocarboneto B-pineno (17,82).

Quadro 7 - Caracterizagao quimica dos 6leos essenciais de folhas de Annona acutiflora (OEAa) e
Xylopia ochrantha (OEXo) por CG/EM e CG/DIC

Composicdo relativa (%)
[Aexp ALt Substancia

OEAa OEXo
935 932 a-pineno - 0,68
943 945 o-fencheno - 6,64
984 969 | Sabineno - 6,31
988 974 B-Pinene - 17,82
1015 1008 | &-3-Carene - 0,48
1026 1014 |a-Terpinene - 0,33
1038 1025 |B-Phellandrene - 3,92
1068 1054 |y-Terpinene - 0,54
1337 1335 | 6-Elemene 2,0 0,22
1348 1348 | a-cubebene - 7,42
1375 1374 | a-Copaene - 1,01
1392 1389 |B-Elemene 3,5 0,97
1406 1405 | Sesquithujene 0,8 -
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1419 1417 | (E)-caryophyllene - 3,05
1415 1432 | a-cis-Bergamotene 0,8 -
1420 1416 |a-santalene 5,8 -
1434 1434 [y-elemeno 0,3 -
1436 1432 |a-trans-bergamoteno 2,2 -
1439 1439 | Aromadendrene 0,3 0,54
1460 1449 | Spirolepechinene - 0,35
1443 1449 | Himachalene 0,4 -
1457 1454 | (E)-B-farnesene 11,8 -
1460 1460 | Dehydro-aromadendrane 3,2 -
1483 1479 |ar-curcumeno 0,2 -
1481 1480 | Germacreno D 6,4 -
1488 1478 |y-Muurolene - 0,84
1489 1489 | B-selinene 0,2 -
1492 1496 |Valencene - 15,72
1496 1500 |[Bicyclogermacreno 37,0 26,77
1504 1505 |[(E,E)-a-Farnesene 0,6 -
1509 1505 | B-Bisabolene 3,3 -
1524 1521 | B-sesquiphellandreno 3,0 -
1557 1559 | Germacreno B 2,0 0,94
1578 1577 [Spathulenol 2,3 3,21
1592 1590 | Globulol 1,4 -
1640 1639 |allo-Aromadendrene epoxide 1,5 -
Monoterpenos hidrocarbonetos 37,57
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos oxigenados 5,2 3,21
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 83,9 58,05
Total identificado (%) 89,1 98,83

|Aexp : indice aritmético experimental; lAj : indice aritmético da literatura.

7.1.2. CARACTERIZAGAO DE NANOEMULSOES ELABORADAS PELO METODO DE BAIXO
APORTE DE ENERGIA

NanoemulsGes dos 6leos essenciais de A. acutiflora, X. ochrantha e C. foram
preparadas pelo baixo aporte energético e caracterizadas por analise de espalhamento de
dispersdo de luz (DLS). A formulacdo 3 do dleo essencial de A. acutiflora apresentou uma
aparéncia translicida e homogénea. De acordo com a Figura 18, a formulagdo mostrou um

tamanho médio de goticula de dleo formadas na fase aquosa de 82,76 nm (o = 0.61, Figura
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18a) e um indice de polidispersividade de 0,248. Essa nanoemulsdo apresentou um
equilibrio hidréfilo-lipofilico (EHL) de 16,7 e um potencial zeta médio de -26,85 mV (Figura
18b). Similarmente, a nanoformulagdo do éleo essencial de X. ochrantha com um BHL de
16,7 exibiu um tamanho médio das goticulas de 6leo formadas na fase aquosa de 61,19 nm
(Figure 18c), com um indice de polidispersividade de 0,238. Essa nanoemulsdo homogénea

apresentou um diferencial de carga de -25,16 mV, conforme visualizado na Figura 18d.
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Figura 18 - Caracterizacdo das nanoemulsdes por DLS. Figura a e b representam o resultado grafico das curvas
de tamanho médio da goticula (nm) e o potencial zeta (mV) da nanoemulsdo do éleo essencial de A. acutiflora
(OEAa-F3); figura c e d correspondem aos resultados graficos das curvas de tamanho da goticula (hm) e do
potencial zeta (mV) da nanoemulsdo do 6leo essencial de X. ochrantha (OEAa-F3).

Por outro lado, as formulacBes preparadas a partir do éleo essencial de C. citratus
(capim-limdo) com valores de BHL de 16,7 a 11,74 apresentaram tamanhos de goticulas
maiores que 200 nm e um valor de IPD superior a 0,3 (Tabela 1). Considerando, a formulacdo

com menor tamanho de goticula, a formulacdo F5 foi escolhida para ensaio antifungicos.

Tabela 1- Caracteriza¢do de nanoemulsdes do dleo essencial de C. citratus (Ne-OECc)
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. Tamanho da goticula IPD Potencial Zeta
Formulagdo EHL

Média em nm (o) Média (o) Média (o)
F1 283,2 nm (1,2) 0279 (0,02)  16.7 -16,65 mV (0.314)
F3 254,0 nm (4,88) 0,291 (0,01)  14.22 -22,99 mV (1,68)
F5 131,3 nm (2,26) 0,519 (0,04) 11,74 -25,58 mV (1,191)
F10 921,2 nm (31,16) 0,598 (0,23)  11.74 -47,92 mV (0,01)

o: desvio padrdo, IPD: indice de polidispersividade, EHL: equilibrio hidréfilo-lipofilico; Ne-OECc:
nanoemulsdo do éleo essencial de Cymbopogon citratus.

7.1.3. AVALIACAO ANTIFUNGICA PRELIMINAR DE DERIVADOS VEGETAIS CONTRA T.
ethacetica

O efeito antagbnico dos dleos A. acutiflora, X. ochrantha e C. citratus e as respectivas
nanoemulsdes de cada dleo essencial sobre o fungo fitopatogénico T. ethacetica foi avaliado
por meio do método de microdiluicdo em uma placa de 96 pocos. A Figura 19 apresenta o
perfil antifungico identificado para os 6leos essenciais de A. acutiflora (OEAa), X. ochrantha
(OEX0) e suas nanoemulsGes. A Figura 19a mostra uma tendéncia de reducdo do efeito
inibitério dos dois 6leos sobre T. ethacetica (The) a medida que a concentracdo dos
tratamentos diminui. O éleo essencial OEAa foi capaz de causar uma inibicdo de 74,99% em
comparagdo com o 6leo OEXo, com 54,17% na concentragdo maxima testada (10.000 ppm).
A partir da analise de variancia (ANOVA bidirecional), foi possivel determinar que a interagdo
entre os 6leos essenciais e as concentragdes testadas foi significativa. Embora o DMSO tenha
reduzido 20% das células, ele ndo interferiu no efeito antagbnico dos dleos essenciais, pois
apresentou uma diferenca estatistica com valores de p < 0,0001 e 0,0008 (consulte o Quadro
E1 no Apéndice E). Além disso, foram observadas alteracdes de cor com o corante resazurina
em todos os micropocos do tratamento branco da nanoemulsdo e do éleo essencial de X.

ochrantha, indicando uma atividade metabdlica latente do fungo.
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Figura 19 - Perfil antifungico de nanoemulsdes e derivados vegetais procedentes do PNRJ contra o
fungo T. ethacetica (The). OEAa: dleo essencial de folhas de Annona acutiflora; OEXo: éleo essencial
de folhas de Xylopia ochrantha; NE OEAa: nanoemulsdo do éleo essencial de Annona acutiflora; OE-
Aa; NE OEXo: nanoemulsdo do dleo essencial de folhas de Xylopia ochrantha; Concentragdo ppm

(m/v).

Ao comparar o efeito das nanoemulsdes em 72 h de incubacdo, pode-se identificar
que 60% e 53% da inibigao do crescimento fungico foi alcangcado em uma concentragdo de
5000 ppm de OEAa e OEXo emulsionados (Figura 19b). Ndo foram identificadas diferencas
significativas para as concentraces de nanoemulsdo, mas para o fator de tratamento
nanoemulsionado (Quadro E2 do Apéndice E). O branco da emulsdo (surfactantes usados)
foi significativamente diferente das nanoemulsGes dos 6leos OEAa e OEXo. No entanto, apds
96 h de incubacao, foi observado crescimento fungico com processos de esporulagdo devido
a sua pigmentacdo acinzentada, o que poderia indicar um possivel efeito fungistatico dos
tratamentos as 72 h de crescimento.

Por outro lado, foi identificado que o déleo essencial de C. citratus apresenta um perfil

antifungico bastante singular contra o fungo T. ethacetica. Percentagens de inibicdo acima
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de 97% contra o desenvolvimento do patdgeno-alvo foram observadas em micropogos
contendo 6leo essencial de C. citratus (capim-limao) em concentracdes de 625 a 10.000 ppm
(Figura 20). A porcentagem de inibicdo fungica em micropocos com nanoemulsdo a uma
concentragao de 2500 ppm foi somente do 17%, enquanto a 156 ppm atingiu 89% de
inibicdo, o que demostra um efeito inversamente proporcional entre a porcentagem de
inibicdo e a concentracdo. A forma como as nanoemulsGes atuam em altas e baixas
concentracdes contra o patdgeno é desconhecida, portanto esta observacdo abre a porta
para realizar futuros estudos de mecanismo de acdo deste derivado emulsionado. Em
termos gerais, a nanoemulsdo do 6leo essencial de capim-limdo foi capaz de manter ou
potencializar o perfil antifungico do 6leo, mesmo em concentracdes mais baixas quando este

foi exposto ao conidio do patdgeno alvo.
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Figura 20 — Perfil antifungico de dleo essencial de Cymbopogon citratus (OECc) e da nanoemulsdo
Ne-OECC (F5) contra T. ethacetica.

De maneira geral, nenhum dos derivados de plantas (A. acutiflora, X. ochrantha e C.
citratus) em sua forma livre ou emulsificada tiveram a capacidade de interromper o
crescimento micelial de T. ethacetica quando micélios previamente cultivados foram
expostos a superficies de placas contaminadas com cada um dos tratamentos. Assim, pode-
se afirmar que estes compostos vegetais exercem soé atividade fungistatica sobre o fungo na
forma de conidios.

7.1.4. CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DAS EMULSOES ELABORADAS PELO METODO
DE ALTO APORTE ENERGETICO
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Com a hipdtese de que a combinacdo de um composto principal com atividade
microbiana amplamente descrita, como o cinamaldeido, com o déleo essencial de A.
acutiflora, aumentaria o efeito antimicrobiano, foi idealizada uma emulsdo combinada.
Considerando que o cinamaldeido tem sido relatado com propriedades antifungicas e é
amplamente comercializado, este foi utilizado para a obtencdo de emulsées. Também era
necessario ter grandes volumes de tratamento emulsionado para sua aplicagdo em frutas
grandes, como a banana, por isso se considerou emulsionar usando o método de alta
energia. O Quadro 8 apresenta a caracterizacdo de DLS das emulsGes produzidas. A
aparéncia da emulsdo combinada contendo OEAa e cinamaldeido (E-AaCin) era turva com
uma coloragdo de cinza claro. A emulsao de cinamaldeido tinha uma aparéncia azulada e
homogénea. As emulsdes primarias tinham tamanhos de goticulas acima dos 500 nm,
distribuicdo ndao homogénea de goticulas com um IPD elevado e somente a emulsdao
combinada apresentou um diferencial de carga de mais de 30 mv em mddulo, o que poderia

definir sua estabilidade cinética.

Quadro 8- Caracterizacdo de emulsdes usadas no ensaio in situ pelo método DLS

EmulsGes Tamanho de goticula IPD | Potencial zeta Visual

E-AaCin 2815,33 nm 1 -42,9 mV (3,8)

E-Cin 651,13 nm 0,6 -20,7 mV (3,6)

E-Cin: emulsdo de cinamaldeido 5.000 ppm; E-AaCin: emulsdo de Annona acutiflora misturada com
cinamaldeido 1:1 - 5.000 ppm.

7.1.5. ATIVIDADE FUNGISTATICA E FUNGICIDA DAS EMULSOES
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A atividade fungistatica e fungicida das emulses sobre os conidios de T. ethacetica foi
determinada pelo método de microdiluicdo padronizado. A alteracdo do pH no meio
nutritivo nos micropocos de 96 placas, expressa pela mudanca de cor de rosa para amarelo,
indicou o crescimento nos pocos até determinadas concentracdes de acordo com o
tratamento. Essa mudanca de cor no meio apds 120 h de incubacdo a 25 °C possibilitou a
definicdo das concentracdes fungistaticas (CIM). Enquanto isso, a formacdo de colbnias
fungicas em uma placa contendo meio nutriente solidificado a partir de aliquotas
reinoculadas dos micropogcos sem crescimento aparente possibilitou a determinacdo da
concentragao fungicida de cada tratamento (CFM). A Figura 21 mostra o perfil fungistatico
e fungicida das emulsdes e seus derivados na forma pura. A emulsificacdo dos derivados
vegetais oleosos de A. acutiflora e cinamaldeido permitiu obter um efeito fungistatico e
fungicida em concentra¢des mais baixas dos derivados vegetais do que na forma livre. A
combinacdo dos dois derivados de plantas gerou o mesmo valor de CIM quando o dleo
essencial foi aplicado puro. A emulsificacdo do cinamaldeido foi capaz de afetar a viabilidade
celular do patégeno em uma concentragao trés vezes menor (500 ppm) em relacdo ao
composto puro (CFM: 2000 ppm) (Figura 21). O cinamaldeido puro apresentou as maiores
concentracdes fungistaticas e fungicidas dos ensaios antifungicos, mas em sua forma
emulsificada foi capaz de afetar severamente o patdgeno, resultando em valores de CIM e
CFM de 125 ppm. Os micropocos de controle negativo (contendo Tween 80, a nanoemulsdo
em branco), e do controle de crescimento (apenas meio inoculado), apresentaram coloracao

amarela apds o periodo de incubacdo, demonstrando que o fungo se desenvolveu.
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Figura 21 —Potencial fungistatico e fungicida de derivados e emulsdes contra Thielaviopsis ethacetica
(The). CIM: concentracdo inibitéria minima; CFM: concentracdo fungicida minima; Tratamentos: Cin-
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p: cinamaldeido puro; OEAa-p: dleo essencial puro de Annona acutiflora; E-Cin: emulsdo de
cinamaldeido 5.000 ppm; E-AaCin: emulsdo de Annona acutiflora misturada com cinamaldeido 1:1 -
5.000 ppm.

7.1.6. EFEITO DAS EMULSOES SOBRE O MICELIO DO FITOPATOGENO

Paralelamente, o efeito das emulsées e do cinamaldeido no desenvolvimento micelial
do fitopatdgeno T. ethacetica foi determinado pela exposicdo de fragmentos de micélio (Fm)
previamente cultivados por 7 d a 25 °C. As coldnias de fungos nas placas de controle de
crescimento em meio nutritivo MEA atingiram seu crescimento maximo apos 48 h a 25 °C.
A Figura 22a mostra o efeito visual dos tratamentos no crescimento de T. ethacetica. Nas
placas de crescimento (branco), bem como nas placas expostas a emulsdao combinada do
oleo A. acutiflora e cinamaldeido (E-AaCin), foi observada a presenca de micélio reprodutivo
(Mr) devido a coloracdo acinzentada caracteristica dos conidios secundarios de T.
ethacetica. Enquanto isso, na emulsdo a base de cinamaldeido, a formacdo inicial de micélio
vegetativo (Mv) pdde ser observada apds 48 h de reinoculacdo de um micélio ativo. Nesse
periodo, o cinamaldeido puro aplicado a superficie demonstrou impedir o desenvolvimento
micelial do patégeno. As emulsdes retardaram o crescimento do fungo por 48 h, com a
emulsdo combinada apresentando um indice médio de inibicdo abaixo de 50%. A partir de
uma comparacao multipla ndo paramétrica pelo método de Dunn, foi possivel identificar
gue ha apenas diferenca significativa entre a mediana do efeito da emulsdo combinada e o
cinamaldeido puro (Veja Quadro E3 do Apéndice E).
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Figura 22 — Efeito das emulsdes e o cinamaldeido sobre o desenvolvimento micelial de T. ethacetica.
(a). Placas contendo fragmentos de micélio (fm) do fungo T. ethacetica exposto a diferentes
tratamentos apds 48 h de incubacdo, onde se distingue micélio vegetativo (Mv) e micélio reprodutivo

92



(Mr) (b). Porcentagens de inibicdo micelial da emulsdo combinada do déleo A. acutiflora e
cinamaldeido (E-AaCin), emulsdo de cinamaldeido (E-Cin) e o cinamaldeido puro (Cin-p) a 5000 ppm.

7.1.7. EFEITO DAS EMULSOES BIOATIVAS SOBRE A MICROBIOTA DE BANANAS

Foi avaliado o efeito antifungico das emulsdes sobre T. ethacetica em bananas, uma
das frutas infectadas por esse patdgeno no setor agroalimentar. Para isso, diferentes grupos
de bananas desinfetadas e esterilizadas em UV por 15 min foram imersos nas emulsdes
preparadas e, apds a secagem, foi realizada uma inoculacdo artificial com conidios de T.
ethacetica e armazenados por 12 d a 25 °C. Com base na anadlise de variancia, ha diferencas
significativas entre a populacdo de unidades formadoras de col6nias (UFC) dos diferentes
grupos de bananas tratadas. As bananas tratadas com as emulsdes brancas (Grupo 3) e o
grupo de controle (Grupo 4) ndo apresentaram diferencas significativas em sua capacidade
de afetar a populagdo de conidios presentes nas bananas (Veja a Quadro F1 do Apéndice F).
No entanto, o efeito da populacdo de células fungicas pelas emulsdes E-AaCin e E-Cin nas
bananas foi significativamente diferente (p = 0,0029 e p = 0,0002, respectivamente) em
comparacdo com o grupo de controle. Particularmente, a emulsdo E-Cin (Grupo 2) se
destacou por ser capaz de reduzir 30% (3,505 Log UFC) da concentracdo de células

identificada no grupo de bananas de controle (5,03 Log UFC).
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Figura 23 — Efeito das emulsdes na contagem de unidades formadoras de coldnias em bananas.
Valores expressos em média com seu desvio padrdo. A letra sobrescrita na mesma coluna (a—c)
refere-se as diferencas significativas entre cada tratamento baseado nas andlises de multiplas
comparaces Dunnett’s (p < 0,05). Grupo 1: Bananas tratadas com a emulsdo combinada OE A.
acutiflora (2500 ppm) e cinamaldeido (2500 ppm); Grupo 2: Bananas tratadas com a emulsdo de
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cinamaldeido (5000 ppm); Grupo 3: Bananas tratadas com o branco das emulsdes; Grupo 4: Bananas
tratadas com agua estéril.

7.1.8. EFEITO DAS EMULSOES EM BANANAS TRATADAS DURANTE ARMAZENAMENTO

7.1.8.1. Monitoramento da cor das bananas

A cor é um dos atributos que influencia fortemente a comercializagdo de frutas, por
isso é essencial seu monitoramento quantitativo e instrumental quando elas sao tratadas.
Dessa forma, foi avaliado se as emulsdes do 6leo essencial de A. acutiflora e cinamaldeido,
E-AaCin (Grupo 1), a emulsdo do cinamaldeido, E-Cin (Grupo 2) e seu branco, B-Ne (Grupo
3) aplicadas por submersdao em bananas influenciariam os diferentes parametros de cor de
frutas independentes durante o armazenamento. A Figura 24 mostra o perfil de coloracdo
das bananas experimentais para cada uma das coordenadas de coloragcdo retangulares e
cilindricas com base no sistema ClELab. Diferencas significativas entre os diferentes
tratamentos em relacdo ao grupo controle (Grupo 4) ndo foram identificadas nos
parametros L*, a*, b* C* e °Hue baseado em comparacdes multiplas apds andlise de
variancia, mas houve diferencas para o periodo de estocagem (Quadro G1, G2, e G3 do
Apéndice G).

Entretanto, os parametros retangulares mostraram o inicio do amadurecimento a
partir do dia 5. A tendéncia de diminuicdo da luminosidade (L*) de todas as bananas apds o
quinto dia de armazenamento é mostrada na Figura 24a. A Figura 24b mostra a variacado
crescente da coordenada a* do nucleo verde (valores de -5) para o vermelho (com valores
de 5). Além disso, a partir do 52 dia, foi observada a reducdo da coordenada cromatica de
b* dentro do campo de coloragdo amarela. Durante cada tempo de avaliacdo das bananas
armazenadas a 25 °C, ndo foram observadas variacdes significativas na saturacdo da cor
entre os diferentes grupos de bananas (Figura 24d, consulte o Quadro G4 do Apéndice G).
Além disso, a tonalidade das bananas durante o periodo de armazenamento de 10 dias
permaneceu amarelada com valores de °Hue acima de 70° (consulte a Tabela G5 do
Apéndice G). Por fim, embora as bananas tratadas com a emulsdo de cinamaldeido (E-cin)
tenham apresentado graficamente a menor variacdo de cor entre o inicio e o fim dos
experimentos, essas ndo foram significativamente diferentes em relacdo as bananas de

controle (consulte o Quadro G6 do Apéndice G).
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Figura 24 - Monitoramento das coordenadas e atributos de cor das bananas tratadas com emulsdes
durante armazenamento a 25 °C. Grupo 1: bananas tratadas com emulsdo combinado E-AaCin (5000
ppm); Grupo 2: bananas tratadas com emulsdo de cinamaldeido (E-cin, 5000 ppm); bananas tratadas
com o branco da emulsdo (contendo Tween 80); Grupo 4: bananas de controle tratadas com agua
destilada. Variagcdes de luminosidade expresso em valores de L* (a), coordenada cromaticas
vermelho/verde a* (b) e coordenada amarelo/azul b* (c), saturagdo expresso em croma C* (d), matiz
expresso em ° Hue (e); variagdo total de cor AE entre o dia inicial e final de avaliacdo. ns: representa
gue ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos avaliados em cada periodo de avaliagdo. Os
valores apresentados correspondem ao valor médio de cada avaliagdo com barras de erros
representando o erro padrdo da média (EPM).

7.1.8.2. Analises da textura das bananas

O efeito sobre a textura das bananas imersas em emulsdes bioativas foi monitorado
pelo teste de puncdo nos dias 0, 5 e 10 durante o armazenamento a 25 °C. Como a banana
¢ uma fruta climatérica, seu amadurecimento ocorrerd durante o periodo de

armazenamento apods a colheita. Assim, a firmeza das bananas tende a diminuir durante o

95



armazenamento, conforme mostrado na Figura 25. Em contraste com os periodos de
avaliacdo, ndo foram observadas diferencas significativas na forca maxima de penetracao
entre as bananas tratadas em relacdo ao grupo de bananas de controle (p < 0,05) (Figura
25a, Quadro H1 do Apéndice H). Além disso, as porcentagens de reducdo da textura entre o
primeiro e o Ultimo dia de avaliagcdo permaneceram semelhantes para todos os grupos com
valores médios entre 76% e 82% (Quadro H2 do Apéndice H), o que denota um processo de
maturacdo homogéneo (Figura 25b). No entanto, conforme mostrado na Figura 25a, a partir
do quinto dia, foi observada uma reducdo ligeira na textura dos diferentes grupos de
bananas, o que poderia indicar o inicio do amadurecimento dos frutos. Essa hipdtese
também é apoiada pelo fato de que, embora a resisténcia média da banana nos grupos

tenha continuado a diminuir entre o quinto e o décimo dia, esse diferencial foi muito menor.

a)
40
— - Grupo 1
£ e Orupo 2
'ﬁ 30~ - Grupo 3
g w—— Grupo 4
v
c
¢
a
- 204
~n
E
-
-
E 104
”
g
0
[
0 T T T
Dind Dia & Dia 10
Tempo de estocagem
b)
100
z
g == o lO i | T
g 80+ [ ] i % | J
K] l
3 R il
- 60+
3
€
.
g 40+
4
o
"
g 20+
b
o
0

T T T T
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Grupos de bananas

Figura 25 — Avaliagdes da textura pelo ensaio de pungdo de banana tratada com emulsdes durante
seu armazenamento a 25 °C. Grupo 1: bananas tratadas com emulsdo combinado E-AaCin (5000
ppm); Grupo 2: bananas tratadas com emulsdo de cinamaldeido (E-cin, 5000 ppm); bananas tratadas
com o branco da emulsdo (contendo Tween 80); Grupo 4: bananas de controle tratadas com agua
destilada.
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7.1.8.3. Analises de sdlidos soltiveis totais em bananas

A analise dos solidos sollveis totais € um dos critérios mais relevantes no estudo da
gualidade pds-colheita das bananas. Foi avaliado o impacto das emulsGes no contetudo de
SST das bananas durante o armazenamento. A partir da andlise de variancia, foi determinado
gue esse parametro fisico-quimico ndo apresentou diferencas significativas em cada um dos
grupos de bananas para cada dia de avaliacdo (Figura 26; Quadro 11 do Apéndice I). No
entanto, durante os primeiros 5 dias de armazenamento, foi observada uma tendéncia de
aumento no teor de SST, atingindo valores médios altos de °Brix, variando de 25,15 a 25,66.
Apds o quinto dia, foi observada uma tendéncia de diminuicdo dos sélidos devido aos

processos de maturagdo.
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Figura 26 — Efeito do teor de sdélidos sollveis totais nas polpas da banana tratada com emulsdes
durante o armazenamento a 25 °C durante 10 dias. Grupo 1: bananas tratadas com emulsdo
combinado E-AaCin (5000 ppm); Grupo 2: bananas tratadas com emulsdo de cinamaldeido (E-cin,
5000 ppm); bananas tratadas com o branco da emulsdo (contendo Tween 80); Grupo 4: bananas de
controle tratadas com dgua destilada

7.1.8.4. Anadlise de pH em bananas durante armazenamento

O pH da polpa da fruta também foi avaliado durante os 10 d de armazenamento, com
3 d de avaliacdo periddica. A andlise estatistica revela que ndo ha diferenca no pH da polpa
da banana durante as duas primeiras avaliacGes (Figura 27). Apds, o quinto dia de avaliagdo
observou-se uma leve tendéncia crescente nos valores do pH dos frutos em cada
tratamento, particularmente do grupo de bananas tratadas com as emulsGes. No 109 dia,

observou-se que as bananas tratadas com as emulsdes E-AaCin (Grupo 1) e E-cin (Grupo 2)
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apresentaram diferencas significativas em comparacdo com o grupo de controle, de acordo

com o teste de comparacdo multipla de Dunnett (p < 0,05 - consulte a Tabela 11, Apéndice

l).
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Figura 27 — Monitoramento do pH da polpa das bananas tratadas com emulsdes. Grupo 1: bananas
tratadas com emulsdo combinado E-AaCin (5000 ppm); Grupo 2: bananas tratadas com emulsdo de
cinamaldeido (E-cin, 5000 ppm); Grupo 3: bananas tratadas com o branco da emulsdo (contendo
Tween 80); Grupo 4: bananas de controle tratadas com 4dgua destilada.

7.1.8.5. Analise da acidez titulavel em polpa de bananas durante armazenamento

A Figura 28 ilustra as variacdes da acidez tituldvel da polpa de banana armazenada a
25 °C por 10 dias. Durante o periodo de armazenamento monitorado, observou-se que a
contagem de acidez tendeu a diminuir a partir do 52 dia. Ndo foram identificadas diferencas
significativas entre as porcentagens de acido malico da polpa de banana de controle e da
polpa de banana tratada com as emulsdes ao final do periodo de monitoramento (consulte

0 Quadro 1K do Apéndice K).
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Figura 28 — Teores de acidez tituldvel da polpa das bananas durante o armazenamento a 25 °C. Grupo
1: bananas tratadas com emulsdo combinado E-AaCin (5000 ppm); Grupo 2: bananas tratadas com
emulsdo de cinamaldeido (E-cin, 5000 ppm); Grupo 3: bananas tratadas com o branco da emulsdo
(contendo Tween 80); Grupo 4: bananas de controle tratadas com agua destilada.

7.1.8.5. Identificacdao do indice de maturidade da polpa de banana

O indice de maturidade é diretamente proporcional ao teor de sélidos soluveis totais
e inversamente a porcentagem de acidez total presente na polpa da banana. Assim, foi
estudado se o efeito das emulsGes afetava essa relacdo, que indica o grau de maturidade
dos frutos. A Tabela 2 exibe que houve um aumento no indice de maturidade dos frutos
durante o periodo de armazenamento da banana. Entretanto, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos no quinto e no décimo dia de avaliagdo, o que
poderia indicar que as emulsGes ndo influenciaram o indice de maturidade das bananas (Veja

Quadro L1 do Apéndice L).

Tabela 2 — VariagGes do indice de maturidade de bananas

Grupos de bananas Dia O Dia 5 Dia 10
Grupo 1 37,2 (21,2)° 41,6 (2,6)? 66,6 (4,7)®
Grupo 2 33,2 (4,3)° 37,6 (3,8)° 65,7 (7,7)
Grupo 3 33,2 (4,8)° 37,6 (3,6)° 65,7 (7,3)°
Grupo 4 48,6 (4,1)° 40,3 (7,5)? 63,7 (6,9)°

Grupo 1: bananas tratadas com emulsdo combinado E-AaCin (5000 ppm); Grupo 2: bananas tratadas
com emulsdo de cinamaldeido (E-cin, 5000 ppm); Grupo 3: bananas tratadas com o branco da
emulsdo (contendo Tween 80); Grupo 4: bananas de controle tratadas com agua destilada. Valores
meédios e intervalos de LSD 95% de acordo com a andlise de variancia (ANOVA). A letra diferente
sobrescrita na mesma coluna (a-b) refere-se as diferencas significativas baseado no teste de
comparagao multiplas Dunnett’s apds analise de variancia (p < 0,05) entre cada tratamento.
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7.2. RESULTADOS DO ESTUDO 2

7.2.1. COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon citratus

Mediante analise quimica, foram identificados 13 constituintes no éleo essencial das

folhas de C. citratus (Quadro 9, Figura 1M do Apéndice M). Este derivado vegetal apresenta

uma predominancia de monoterpenos oxigenados (63,72%). Os monoterpenos oxigenados

geranial e neral se destacam juntamente com o monoterpeno hidrocarboneto mirceno

como os trés principais compostos no 6leo de C. citratus (31,8%, 24,7% e 29,7%,

respectivamente).

Quadro 9 - Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de folhas de C. citratus por CG-EM e GC-DIC

n TR Ay 1AL Substancia Formula Composicdo (%)
1 6,626 986 981 6-Metil-5-hepten-2-ona CsH140 1,28
2 6,727 990 988 Mirceno CioH16 29,74
3 7,182 1006 1002 O-2-careno CioH16 0,06
4 7,795 1024 1020 p-cimeno CioH14 0,04
5 8,205 1036 1032 (2)-B-ocimeno CioH1s 0,57
6 8,577 1047 1044 (E)-B-ocimeno CioH16 0,41
7 10,455 1101 1095 Linalool Ci0H150 1,09
8 12,377 1149 1154 Sabina cetona CoH140 0,33
9 12,972 1164 1160 (2)-isocitral CioH160 1,26
10 13,723 1182 1177 (E)-isocitral C10H160 1,86
11 16,136 1241 1235 Neral Ci0H160 24,74
12 16,789 1256 1249 Geraniol CioH150 2,91
13 17,394 1270 1264 Geranial CioH160 31,85
Classes quimicas (%)
Monoterpenos hidrocarbonetos 30,82
Monoterpenos oxigenados 63,72
Sesquiterpenos oxigenados 0,0
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 0,0
Outros 1,62
Total identificado (%) 96,2

TR: tempo de retengdo experimental; |Aexp: indice aritmético experimental; IA;i:: indice aritmético da

literatura.
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7.2.2. ESTUDO DE MICROENCAPSULACAO

7.2.2.1. Distribuicao de cargas dos biopolimeros

A hipdtese principal deste estudo no desenvolvimento de microparticulas a partir de
biopolimeros é que as interacdes eletrostaticas deles sdo a forca dominante que impulsiona
a complexacdo. Portanto, foi essencial estudar o potencial zeta dos biopolimeros para assim,
selecionar cuidadosamente uma faixa do pH em que os polimeros tivessem cargas opostas
para obter uma complexacdo bem-sucedida. A distribuicdo de carga dos biopolimeros

pesquisados neste estudo é apresentada na Figura 29.
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Figura 29 — Distribuicdo de cargas dos biopolimeros de estudo para o processo de

microencapsulagdo. Todos os biopolimeros foram testados na concentragdo de 0,1%.

Os biopolimeros estudados apresentaram comportamentos distintos quanto a
ionizagdo de seus grupamentos com a mudanga de pH. A quitosana mostrou-se carregada
positivamente (45 mV em pH 4,0) e permaneceu positivamente carregada acima de um pH
de 8, tendo como ponto isoelétrico um valor de 8,26. Entretanto, os dois tipos de alginato
se mostraram carregados negativamente inclusive em um valor de pH acido. O alginato 300
(ALG.300), por exemplo, apresentou valores de pH nativo de 5,62 com um potencial de -66,7
mV, enquanto o alginato mais viscoso, o alginato 387 (ALG.387), apresentou valores mais
altos de carga (-88,6 mV) em seu pH nativo (7,78). As diferencas de carga foram observadas
para os alginatos a um pH de 4,0, onde o ALG.387 apresentou uma carga média de -55 mV,

enquanto o ALG.300 obteve um valor médio de 50,9 mV. Por outro lado, foi explorada a
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densidade de carga do amido de mandioca, onde se pode determinar que a um pH de 4,0
apresenta um potencial zeta de -4,5 mV, sendo considerado um polieletrolito fraco ao
contrario da quitosana ou do alginato. A gelatina tipo B tem um pH nativo de 6,85 a 41,5 °C.
O ponto isoelétrico da gelatina estd em torno de pH 4,9. Essa proteina em pH 4,0 apresentou

uma densidade de carga média de 10,2 mV.

7.2.2.2. Testes experimentais de coacervacdao complexa

A partir do estudo do potencial zeta, estudos publicados e dados primarios da equipe
de pesquisa (dados ndo publicados) foram elaboradas diferentes formulages com variacdes
de sélidos totais (STfx), proporcdes e biomateriais com foco dentro do pH 4.0 como é
ilustrado no Quadro 10. Nestes ensaios foram verificadas a capacidade de complexacdo e
encapsulacdo dos diferentes pares poliméricos usando inicialmente como nucleo o d6leo
resina de pdprica em o6leo de girassol (1,25%). Em primeiro lugar, foram obtidas
microparticulas por coacervagdo complexa a partir do par polimérico amplamente estudado
na literatura (gelatina tipo B - goma arabica, 1:1; pHc: 4,0; HCl; Ver Quadro 10 — F1), a fim
de padronizar algumas caracteristicas da técnica, como velocidades de agitacdo, velocidade
de gotejamento do 4cido, tempo de resfriamento, entre outros fatores. Posteriormente, o
par alginato-quitosana foi a formulacdo desenvolvida no presente estudo devido a auséncia
de estudos de microencapsulacdo com ambos os polissacarideos para aplicacdo em frutas.
Porém, no momento da realizacdo dos testes a um pH de coacervacdo (pHc) de 4,0, foi
observado aumento de viscosidade e formacdo de estruturas filamentosas durante a
interacdo entre quitosana e alginato em diferentes temperaturas e velocidades de mistura,
o que levou a procurar de novas formulagdes (F2).

Assim, a formulacdo amido de mandioca - alginato 387 (AM — ALG.387) foi testada,
mas nenhuma separacdo de fase foi obtida (F3). Entdo foi feita uma tentativa de alterar a
fase emulsificante promovendo a sedimentacdo das particulas, mas quando visualizados no
microscopio, foram observados agregados indefinidos com goticulas de 6leo incorporadas e
livres (F4). Além disso, o par quitosana-amido de mandioca (QUI-AM) ndo apresentou os
resultados esperados, pois houve precipitacdo dos solidos sem encapsulamento do nucleo
dentro das particulas. Assim, a coacervacdo da proteina de ervilha e do alginato mais viscoso

(PEA-ALG.387; F5) foi explorada usando HCl para ajustar o pH do sistema, mas como nao foi
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observada decantacdo da fase polimérica e dispersdo total do dleo (Ver F6 — Quadro 10),
decidiu-se alterar a ordem de entrada dos polimeros ao sistema e do dcido usado. Usando a
mesma propor¢do polimérica (ALG.387-PEA 1:3), mas com a adi¢do de um acido mais fraco,
como o acido acético glacial, foi possivel observar a separacdo de fases e o encapsulamento
do dleo. Ao observar no microscépio, foi percebido que grandes conglomerados foram
formados com uma morfologia ndo circular, atipica de uma microparticula por coacervacado
complexa (F7).

Devido aos resultados pouco promissores e as limitacdes para estudar a distribuicdo
de carga de novos biopolimeros, decidiu-se aplicar a formulacdo descrita no estudo de Devi
e Kakata (2013), que usaram gelatina tipo A e alginato em uma proporg¢do de 3,5:1 com um
ajuste de dois acidos para um pH de coacervacdo (pHc) de 3,75. Porém, o presente estudo
confirmou que o sistema nessa proporcdo e pHc abaixo de 4 usando acido cloridrico ndo
permitiu a separacdo a fase aquosa da polimérica (F8), ao contrario do sistema usando acido
acético glacial (F9), que formou particulas em forma de bastonete com didmetros acima de
500 um em um meio bastante viscoso. Ao propor uma propor¢ao de acordo com a carga
diferencial de gelatina tipo A e alginato.387 (3,2:1) em um pH de 4,0 com HCl, a coacervacdo
ndo foi alcancada, sendo que o déleo formou uma camada superior no sistema. Enquanto
isso, ao adicionar acido acético para ajuste do pH a 4,25, a separacao de fases foi observada
e a incorporacdo de goticulas de éleo foi visualizada no microscépio. No entanto, o tamanho
da particula gerada ndo era circular e com tamanho superior a 200 um, portanto essa
formulacdo foi descartada (F12).

Ao perceber que as particulas com gelatina tipo A (Gea) e o alginato.387 (ALG.387)
ndo apresentavam uma forma circular definida e homogénea, foi proposto explorar a
interacdo entre a gelatina tipo B (GEb) e um alginato menos viscoso (ALG.300) para a
formulacdo de microparticulas. Ao experimentar o sistema GEb-ALG.300 na proporgdo 4,5:1
para valores de pH de coacervacao acima de 4 com a adi¢do de gotas de acido acético, foram
formadas particulas contendo goticulas de 6leo que apresentavam uma morfologia mais
definida em forma de bastonete e ovoide, mas com dimensao variavel e ndo necessaria para
a finalidade desejada (Quadro 10 - F13 e F15). Ao alterar o nucleo das particulas de éleo de
resina de paprica para o 6leo essencial de C. citratus (OECc) a 0,1% para o sistema GEb-
ALG.300 4,5:1 para uma neutralizacdo de carga a 4,15 com acido acético glacial -CH;COOH,
particulas mais definidas puderam ser observadas com um tamanho inferior a 200 um,
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contendo goticulas que poderiam ser de éleo essencial dentro delas (F15). Entretanto, essa
formulacdo apresenta como limitacdes uma reducdo na massa de coacervado decantada,
bem como uma perda consideravel de dleo. Para superar a perda de 6leo, foi proposta a
realizacdo de experimentos com a adicdo de 10 uL de Tween 80 ao dleo essencial a ser
misturado com a proteina, mas os resultados ndo foram tdo promissores (veja a Figura 30c).

Além disso, o fato de a coacervagdo nesse sistema ter ocorrido em um pH de 4,25 e
4,15 com tamanho de particulas menores em relacdo as particulas formadas no pH de 4,0
(Figura 3) indicou que o sistema ndo estd completamente ajustado. Portanto, foi necessario
um novo estudo de distribuicdo de carga dos biopolimeros GEb e ALG.300. Esse estudo nos
permitiu definir uma nova proporcdo dos polimeros com base nas cargas diferenciais de
ambos os polimeros (Figura 29). onde, em um pH de 4,0, permitiria sua coacervacao e o
encapsulamento do éleo com particulas menores a 200 um. Além disso, foi avaliado se a
adicdo de acido cloridrico (HCI) ao sistema estabilizado poderia afetar o tamanho médio das
particulas (Figura 30b). Entretanto, a reducdo da perda de 6leo essencial dentro do sistema

persistiu como a limitacdo dessa formulacdo polimérica.
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Quadro 10 — Experimentos para a selecdo do sistema ideal de coacervacdo complexa

Fase Fase Separa¢ao | Encapsulagao Tamanho de
ID g Razao pHc Acido parag P , ¢ particula < 200 Microscopia
emulsificante | complexante de fases do déleo um
F12 GEb GA 1:1 4,0 HCI Positivo Positivo Positivo
F2? QuI ALG.387 1:1,5 4,0 HCI Negativo Negativo Negativo
:. v".o
F32 AM ALG.387 10:1 4,0 HCl Negativo Negativo N30 aplica ‘ 0,‘
~0 3 ’-‘,
Fase Fase Separagao | Encapsulagdo UELIELLEC
ID oo Razao pHc Acido parag P , § particula Microscopia
emulsificante | complexante de fases do dleo <200 um
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F42 ALG.387 AM 1:10 4,0 HCI Positivo Negativo N&o aplica
F5° Qul AM 1:9 4,0 HCI Negativo Negativo Nao aplica
F6° PEA ALG.387 3:1 4,0 HCI Negativo Negativo Nao aplica
Fase Fase Separacdao | Encapsulagao Tamanho de
ID e Razao pHc Acido parag P , § particula < 200 Microscopia
emulsificante | complexante de fases do dleo

pm

106




F7°@ ALG.387 PEA 1:3 4,0 CHsCOOH Positivo Positivo Negativo
F8? GEa ALG.387 3,5:1 3,7 HCI Negativo Negativo Ndo aplica Ndo aplica
Fo? GEa ALG.387 3,5:1 3,7 CHsCOOH Positivo Positivo Negativo
F10°? GEa ALG.387 3,5:1 4,25 CHsCOOH Positivo Positivo Negativo
Fase Fase Separa¢ao | Encapsulagido Tamanho de
ID e Razao pHc Acido parag P h ¢ particula < 200 Microscopia
emulsificante | complexante de fases do dleo .
F11°® GEa ALG.378 3,2:1 4,0 HCI Negativo Negativo N3do aplica Nado aplica
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F12° GEa ALG.378 3,2:1 4,25 CH3;COOH Positivo Positivo Negativo
F13° GEb ALG.300 4,5:1 4,25 CHsCOOH Positivo Positivo Negativo
F14° GEb ALG.300 4,5:1 4,15 CH3COOH Positivo Positivo Negativo
Fase Fase Separacdo | Encapsulagao Tamanho de
ID op Razao pHc Acido parag P , ¢ particula < 200 Microscopia
emulsificante | complexante de fases do dleo um
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F15° GEb ALG.300 4,5:1 4,15 CH3COOH Positivo Positivo Positivo

F16¢ GEb ALG.300 4,5:1 4,15 CHsCOOH Positivo Positivo Positivo

Positivo
F17°¢ GEb ALG.300 5:1 4,0 CHsCOOH Positivo Positivo

Materiais de parede: GEb: gelatina tipo B, Gea: gelatina tipo A; PEA: proteina de ervilha, QUI: quitosana, ALG.300: alginato.300, ALG.387: alginato.387, GA:
goma arabica; Tipos de nucleos: @ Estas formulacdes foram preparadas usando oloresina de paprica em dleo de girassol como nucleo devido a limitada
quantidade de dleo essencial; ® Esta formulagdo foi realizada com o dleo C. citratus a 0,1% como nucleo e a micrografia das particulas foi observada na
objetiva 40x. €O nucleo ou principio ativo nestas particulas foi o éleo essencial C. citratus a 2,5% e as particulas foram observadas na objetiva de 10x. pHc:

pH de coacervagdo; HCl: 4cido cloridrico; CH3COOH: 4cido acético glacial.
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7.2.2.3. Avaliagao da estequiometria do par polimérico ideal

Uma vez identificada a proporcdo adequada do par polimérico gelatina tipo B e
alginato 300 (GEb-ALG.300) para a formacdo de coacervados, a intensidade da interacdo
entre os biopolimeros foi avaliada por meio de variacdes de turbidez quando os sistemas
foram analisados em trés pHs diferentes. O teste pressupde que, no pH ideal de
coacervacado, ocorreria uma rapida separacdo de fases, causando um aumento da turbidez
no meio devido a maior interacdo entre os polimeros. A Figura 30 apresenta o
comportamento do par de polimeros escolhido para coacervacdo em duas proporc¢des, em
relagdo ao pH. Como visto na Figura 30, a propor¢do 4,5:1 do par GEb-ALG.300 apresentou
o pH ideal para coacervacdo em 4,15, apesar de ter sido projetada para um pH de 4, o que
indicaria o desequilibrio no sistema. Enquanto isso, na proporcdo ideal (GEb:ALG.300 5:1),
observa-se que a interacdo entre os polimeros nos valores de pH de 4,0, 4,15 e 4,25 foi maior
gue a proporgao inicial, com uma faixa de intensidade de turbidez mais curta, mas verifica-
se que, em um pH de 4,0, ocorre a maior interacdo percebida devido ao seu maior valor

médio de turbidez.

1,600
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0,800

0,600

Absorbancia a 590 nm

e —e— ALG300-GEb 1:4,5

0,200 —o—ALG300-GEb 1:5

0,000
3,95 4,00 4,05 4,10 4,15 4,20 4,25 4,30

pH

Figura 30 — Turbidez do par polimérico alginato 300 e gelatina tipo B (ALG.300-GEb) nas propor¢des
de 1:4,5 e 1:5 em funcgdo de alternancia do pH. O total de sdlidos dos biopolimeros foi de 1% (m/m).
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7.2.2.4. Caracterizagao do processo de coacervagao

Trés sistemas de coacervacao foram caracterizados de acordo com o teor de umidade,
o rendimento da coacervacdo e o rendimento da complexacdo, conforme apresentado na
Tabela 3. As particulas coacervadas do sistema GEb:ALG.300 4,5:1 encapsulando 2,5% do
oleo essencial de C. citratus (OECc) (que foram usadas no teste de microdiluicdo)
apresentaram maior teor de umidade em compara¢do com os outros sistemas estaveis. No
entanto, seu rendimento de coacervacdo foi inferior a 30%, enquanto sua complexacdo foi
superior a 40%. Por outro lado, a massa de particulas coacervadas Umidas dos sistemas
GEb:ALG.300 5:1 com 0,50 e 0,25% de fase oleosa apresentou sélidos acima de 11%. O
sistema GEb:ALG.300 na propor¢cdao 5:1 com 1,8% de sélidos totais fixos (p.0,50%)
apresentou um desempenho de coacervagdo mais alto em comparagdao com o sistema
GEb:ALG.300 5:1 com 2,0% encapsulando 0,25% de oleo essencial. No entanto, o
desempenho da complexacdo do polimero de ambos os sistemas na mesma proporgao foi
bastante baixo, com valores abaixo de 25%, e a formulacdo encontrada requer mais

refinamento.

Tabela 3 — Caracterizacdo da formacdo de particulas coacervadas

Sistema TeordeST Umidade (%) Rend.coacerv. LoadUmido Rend. complex
(%) (%) (%)
p.2,50% 7,10 92,90 27,42 0,0617 40,24
p.0,50% 12,78 87,22 62,67 0,0256 20,04
p.0,25% 11,27 88,73 52,40 0,0130 19,74

p.2,50% corresponde ao sistema microencapsulado de ALG.300-GEb (1:4,5) encapsulando o dleo
essencial de C. citratus OECc a 2,5% (m/m), com sélidos totais fixos (STfx) de 2,0% a um pHc de 4,15
ajustado com CHzCOOH; p.0,50%: ALG.300-GEb (1:5); OECc a 0,50% (m/m); STfx: 1,80%; pHc: 4,15 -
CHsCOOH; ; p.0,25%: ALG.300-GEb (1:5); OECc a 0,25% (m/m); STfx: 2,0%; pHc: 4,0 - CH3COOH .
M.coacerv.: massa do coacervado; ST: sélidos totais; Rend. coacerv (%): percentagem do rendimento
de coacervacdo; Rend. complex (%): percentagem do rendimento de complexacao.

7.2.2.5. Caracterizagdo do tamanho médio das microparticulas

O tamanho médio e a largura da distribuicdo das particulas Umidas geradas nos
experimentos de coacervacgdo foram analisados por meio da técnica de dispersdo de luz a
laser. A Figura 31 ilustra a distribuicdo dos diametros médios de volume das microparticulas

nos sistemas GEa-ALG.387 e GEb-ALG.300. A coacervagdo com o sistema polimérico de
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gelatina tipo A com alginato 387 resultou em particulas com um tamanho médio de 551,44
um e uma amplitude média de 0,298 (Figura 31a), portanto, foi prudente desconsiderar essa
formulacdo e procurar outras. O novo par polimérico, alginato 300 e gelatina tipo B na
proporcdo 1:4,5 (propor¢cdo determinada a partir do potencial zeta dos biopolimeros em
estudos secundarios) e ajustando o sistema a um pH de 4,15 e adicionando 0,1% do éleo C.
citratus (OECc) geraram um tipo de particulas com didametro menor (188,74 um), ao
contrario do sistema que, nas mesmas condicdes, onde foi adicionado o0 2,5% de éleo OECC
(269,991 um). No entanto, o sistema com a maior concentragdo de déleo exibiu uma reducao
menor na largura da distribuicdo do didmetro com um valor de amplitude de 2,425,
enquanto o sistema com a menor concentracdo de dleo exibiu uma amplitude de
distribuicdo maior de 4,156, conforme visualizado na Figura 31b. A coacervagdo com esse
mesmo sistema em um pH de 4,0 e 2,5% de fase oleosa também ndo permitiu a obtencdo
de particulas com diametro médio inferior a 200 um e distribuicao inferior a 2,00. Nesse
mesmo sistema com uma fase oleosa de 0,25% de 6leo OECc em pH 4,15, pode-se observar
que, embora o tamanho da particula tenha sido reduzido (de 230,01 um para 197,118 um)
com a adicdo de Tween 80, ele ndo melhora o indice de polidispersividade do sistema e ndo
ajuda a superar completamente o processo de encapsulamento do éleo para evitar sua
perda (Figura 31c).

Com a proporcdo ideal de polimeros alginato e gelatina tipo B (1:5) em um pH de 4,0,
pode-se observar que o HCI, além de prejudicar o processo de coacervagdo usando alginatos
moderadamente viscosos, causa a producdo de coacervados com diametro e indice de
polidispersividade maiores (Da3 de 318,36 um; span de 1,798) em comparagdo com 0 uso
de 4acido acético (D43 de 103,7 um; span de 0,864) (Figura 31d). Por fim, com o ajuste
adequado da proporc¢do de biopolimeros, do pH e do ajuste do acido, foi possivel produzir
particulas contendo o OECc com diametros D4 3 abaixo de 100 um. As particulas contendo
0,5% de OECc em 1,8% de biopolimeros apresentaram o menor diametro médio e a
distribuicdo dessas particulas com valores de 85,47 um e amplitude de 0,922. Enquanto isso,
o sistema que encapsulou 0,25% de 6leo promissor em 2,0% de polimeros produziu um
conglomerado de particulas de 99,73 um e uma distribuicdo de tamanho de 1,24, um valor

muito menor do que o determinado nas particulas dos sistemas anteriores (Figura 31e).
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Figura 31 — Distribuicdo do diametro de volume médio das microparticulas analisadas por
espalhamento de luz de laser. As curvas plotadas expressam a curva média do diametro de volume
das particulas com 6 repeticdes.

7.2.2.6. Morfologia de coacervados gerados

A morfologia das particulas geradas durante a coacervagcdo complexa encapsulando o
oleo essencial foi observada em microscopia dptica com o auxilio de contraste de fase
(Figura 32). As particulas geradas pelo sistema ALG.300:GEb 1:4,5 encapsulando 2,5% do

OECc apresentam morfologias que variam de bastdes pontiagudos a formas circulares com
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tamanhos e coloracdo variados. Essas particulas de cor cinza a marrom apresentavam
goticulas de déleo essencial multinucleadas, o que lhes deu uma aparéncia aspera. Em
contraste com esse sistema, a formulagao ideal de ALG.300:GEb na proporgdao 1:5
apresentou particulas com formas mais circulares e ovéides com uma coloracdo mais clara,
onde aparentemente é possivel visualizar o aprisionamento das goticulas. Entretanto, é

necessario comprovar a encapsulacdo do 6leo por métodos quimicos.

a) Partioulas 2,6%OECG - Obj. 10x

© o, W
920

‘

c) Particulns 0,26%OECe - Obj. 10x  F=d d) Particulas 2,6%0ECe-Obj. 40x  F

Figura 32 — Micrograficos das particulas geradas por coacervacdo complexa encapsulando o éleo
essencial C. citratus por fase de contraste em microscépio ético.

7.2.2.7. Verificacdo da presenga de 6leo encapsulado

A verificacdo de que o dleo essencial estava encapsulado dentro das microparticulas
formuladas foi realizada por meio de métodos espectrofotométricos e de cromatografia
gasosa, utilizando o padrdo de dleo. Conforme relatado pela andlise de CG-EM/DIC, o
principal componente do éleo OECc é o citral (geranial e neral), portanto, isso foi usado para
avaliar se esses compostos estavam presentes nas particulas. A partir da andlise
espectrofotométrica, foi observada uma elevacao da curva de OECc em 333 nm paralela as
amostras extraidas em cloreto de metileno. Enquanto isso, o padrdo citral apresentou seu

maior pico em uma compressdao mais alta (343 nm), mas com o mesmo perfil de curva das
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aliquotas (Figura 33a). Por outro lado, na analise cromatografica do padrdo, um primeiro
pico pode ser observado entre o tempo de retencdo de 16,2 e 16,5 min e um segundo pico
maior entre 17,5 e 18 min, que poderiam ser neral e geranial, respectivamente. Na curva da
amostra 1, observa-se com maior intensidade que estas apresentam o mesmo perfil de
citral, razdo pela qual se pode afirmar a presenca do d6leo essencial no interior das

microparticulas geradas (Figura 33b).
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Figura 33 — Perfil por espectrofotometria e cromatografia do contelddo de particulas em comparacdo
com o padrdo citral. a) curvas de varredura das extra¢des do derivado vegetal em microparticulas
por espectrofotometria; b) cromatograma em CG das aliquotas extraidas em comparacdo com o
citral. Amostra 1, 2 e 3 sdo réplicas das extracGes em diclorometano (CH,Cl;) das microparticulas
GEb-ALG.300 contendo 0,25% de dleo essencial OECc; citral: padrdo contendo (geranial e neral);
OECc: 6leo essencial de C. citratus.

7.2.3. ATIVIDADE FUNGISTATICA E FUNGICIDA IN VITRO DO OLEO DE C. CITRATUS LIVRE
E ENCAPSULADO

A atividade fungistatica e fungicida do dleo essencial de C. citratus (OECc) livre e
encapsulado nas particulas contra o fungo Alternaria alternata foi determinada pelo método

de microdiluicdo padrdo do CLSI (2008). A partir da variacdo de cor do meio em micropocos
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e sem observar crescimento visivel, foi determinado que a concentracdo fungistatica do dleo
OECc foi reduzida em 4 vezes quando foi exposto a conidios do patdégeno na forma
encapsulada nas particulas em comparacdo com a forma livre no meio nutriente (Tabela 4).
Da mesma forma, o encapsulamento do déleo essencial promissor mostrou uma melhoria na
capacidade total de afetar os conidios do agente etioldgico da pinta preta do tomate, A.
alternata. A partir do resultado da inibicdo fungica em placas contendo meio nutritivo
solidificado apds 48 h de inoculacdo, pode-se verificar que o derivado essencial encapsulado
foi capaz de exercer atividade fungicida sobre A. alternata com concentracdes mais baixas

em comparagdo quando este foi aplicado livremente na microplaca (CFM: 0,50%).

Tabela 4 — Concentracdes fungistatica e fungicidas do dleo essencial C. citratus em forma livre e
encapsulada contra o fungo A. alternata

Tratamento CIM CFM
OECc livre 0,125% 0,500%
OECc encapsulado* 0,03125% 0,0625%

OECc: d6leo essencial de Cymbopogon citratus; CIM: concentracdo inibitéria minima; CFM:
concentragdo fungicida minima; * Particulas do sistema ALG.300- GEb 1:5 contendo 2,5% do OECc.

7.2.4. CARACTERIZAGAO DOS REVESTIMENTOS

As particulas formuladas contendo 0%, 0,5% e 0,25% do 6leo essencial de C. citratus
(OECc), juntamente com o odleo livre (0,25%), foram adicionadas para a formulagdo de
revestimentos bioativos a base de fécula de mandioca (EFF4, EFF1, EFF2 e EFF3
respectivamente). Essas emulsdes formadoras de filme foram caracterizadas em termos de
densidade, viscosidade, pH e tamanho e distribuicdo de particula (Tabela 5). A introdugéo
de 6leo essencial encapsulado e livre levou a uma reducdo na densidade (p) das dispersdes
formadoras de filme (EFF). Da mesma forma, as EFFs eram acidas e mostraram que aquelas
gue continham o éleo essencial tinham pH mais baixo em comparagdo com a dispersdo em
gue apenas particulas sem o6leo foram carregadas. Os valores de viscosidade aparente (nap)
em uma taxa de cisalhamento de 100 s diminuiram significativamente (p < 0,05) em funcdo
da concentracdo do dleo essencial incorporado. Os diferentes EFFs apresentaram diferencas
significativas em seu tamanho médio de particula com uma faixa D43 de 34,02 a 35,77 um e

uma distribuicdo monomodal.
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Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas das emulsdes formadores de filmes

Revestimento p (kg/m3) pH nap (100 s) (Pa-s) Da3 (um)
EFF1 1016,41 (0,13)° 4,32 (0,086)° 0,1365 (0,0001)° 35,77 (0,0110)°
EFF2 1016,56 (0,13)° 4,16 (0,006)¢ 0,1015 (0,0036)° 34,96 (0,0114)¢
EFF3 1015,10 (0,25)° 4,32 (0,010)° 0,0778 (0,0045)¢ 34,02 (0,0152)°
EFF4 1019,22 (0,12)*° 4,71 (0,052)? 0,1627 (0,0029)? 34,33 (0,0279)?

A letra em sobrescrito na mesma coluna (a - d) refere-se a diferencas significativas entre os
tratamentos e o grupo de controle de acordo ao pds-teste de comparacdes multiplas Dunnett (p <
0,05). EFF1: revestimento contendo microparticulas com éleo essencial de C. citratus (OECc) a 0,50%;
EFF2: Revestimento contendo microparticulas encapsulando OECc a 0,25%; EFF3: revestimentos
contendo livre o OECc a 0,25%; EFF4: revestimento contendo particulas sem déleo (controle
negativo).

Adicionalmente, a eficiéncia qualitativa de recobrir os frutos com os revestimentos
preparados a base de fécula de mandioca foi avaliada sobre tomates usando uma solucdo
de iodo. Inicialmente, a formulacdo descrita no Apéndice B foi testada, mas esta ndo
apresentou os resultados esperados (Figura 33a). Devido a baixa adesdo da primeira
formulacdo descrita, decidiu-se modificar a formulacdo de revestimentos como é descrito
na Secdo 6.2.4.2., e avaliou-se o tempo e o nUmero de vezes que seriam necessarios para
revestir mais de 90% de um tomate. De acordo com a Figura 34, submergir duas vezes por
2 min cada tomate permitiu que a maior parte da superficie do fruto fosse revestida em
comparacdo com o ndo revestido (T5), de modo que esse foi o método aplicado para revestir
os tomates usados no teste antifungico in situ, como o ensaio de vida de prateleira do fruto

(Figura 34b).
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Figura 34 — Imagens da avaliagdo qualitativa da efetividade do recobrimento com revestimentos a
base de fécula de mandioca usando iodo. a) tomates revestidos com a formulagdo inicial descritos
no Apéndice B. Tomates com manchas pretas na superficie indica a presenga de amido na superficie
do fruto. b) tomate revestido com a formulacdo adequada descrita na se¢do 6.2.4.1. ¢) T1: tomate
revestido 3 vezes durante 2 min; T2: tomate revestido 1 vez por 5 min; T3: tomate revestido 2 vezes
por 2 min cada vez; T4: tomate revestido 1 vez por 2 min; T5: tomate ndo revestido.

7.2.5. AVALIACAO DO EFEITO CURATIVO DOS REVESTIMENTOS BIOATIVOS SOBRE
TOMATES

O efeito de revestimentos contendo microparticulas do dleo essencial de C. citratus
sobre o fungo A. alternata simulando a doenca da pinta preta em tomates como uma
condicdo de contaminacdo extrema foi avaliado. Para isso, os tomates revestidos apds 3 h
de secagem foram feridos assepticamente e, posteriormente, contaminados artificialmente
com 10 pL de uma suspensio de conidios de A. alternata a 1 x 10° conidios mL™. O efeito foi
monitorado em todos os grupos de tomates revestidos durante 12 d de incubac¢do do fungo
com as mesmas condi¢Bes de temperatura e umidade (25°C). A partir das medidas de
diametro dos tomates nos diferentes grupos, foi determinada a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD), que mostrou o progresso da doenga nos tomates (Figura 35).
Os grupos de tomates revestidos com EFF contendo o éleo OECc foram afetados pela acao
patogénica de A. alternata em diferentes proporg¢des. Os grupos de tomates revestidos com
oleo essencial OECc encapsulado (Grupo 1 e Grupo 2) apresentaram os menores valores de

AACPD (128 € 119,7 mm? em relacdo ao grupo n3o revestido (Grupo 5). O grupo de tomates
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tratados com revestimento contendo éleo livre (Grupo 3) foi 0 mais acometido pela doenca
com AACPD de 217,6 mm? com intervalo de confianca de 95% de 167,2 a 267,9 mm?,
seguido pelo grupo com revestimento, sem 6leo (Grupo 4 = AACPD: 193,6 mm?) e o grupo
tomate ndo revestido (Grupo 5, AACPD: 169,6 Ver Figura 35a, Quadro 1N do Apéndice N).
Paralelamente, tomates aleatdrios foram cortados a cada dia de avaliacdo para
mostrar o avanc¢o do fungo dentro da estrutura do tomate. Apds 3 d de incubacdo, ndo foram
observados danos internos nas cavidades loculares do tomate, com as placentas
permanecendo com coloracdo esverdeada. A partir do sexto dia de incubacdo, comecam a
ser observadas alteracGes nas cavidades locais, onde foi possivel visualizar manchas no
epicarpo de tomates do Grupo 4. Apds o 122 dia de incubacdo, os tomates tratados com
revestimentos contendo microparticulas (p. OECc 0,5% e p. OECc 0,25%) mostraram que,
embora o fungo tenha colonizado a ferida, sua atividade foi interrompida a ponto de nao
permitir seu avanco e aparentar uma ferida com aspecto cicatrizado. Internamente, os
tomates ndo tiveram suas columelas e cavidades loculares afetadas. Por sua vez, nos demais
grupos de tomates, inclusive os tratados com revestimento contendo o dleo essencial livre,
observou-se um avanco agressivo e devastador do fitopatdgeno desde o ponto equatorial
do pericarpo do tomate com coloracdo branca (possivel formacdo de micélio vegetativo)
como crateras negras (possivel esporulacdo do patégeno). Internamente, nesses tomates
com textura reduzida, foram observados danos na columela e desprendimento de material

placentario em seus loculos (Figura 35b).
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Figura 35 — Avaliacdo antifingica in situ dos revestimentos bioativos sobre o efeito de A. alternata
durante o armazenamento de tomates. a) Grafico de AACPD em funcdo do tempo de
armazenamento; b) Mudancas estruturais dos tomates revestidos em funcdo do tempo de
inoculacdo do patdgeno. Grupo 1: Tomates revestidos com a emulsdo formadora de filme EFF1
contendo microparticulas 0,50%; Grupo 2: Tomates revestidos com a EFF2 contendo microparticulas
0,25%; Grupo 3: Tomates revestidos com a EFF3 contendo 0,25% de dleo livre de C. citratus; Grupo
4: Tomates revestidos com a EFF4 (microparticulas sem OE); Grupo 5: Tomates ndo revestidos.

7.2.6. AVALIACAO DA VIDA DE PRATELEIRA DE TOMATES REVESTIDOS DURANTE
ARMAZENAMENTO

Em um experimento independente ao estudo antifungico in situ, foram avaliados os

parametros relacionados com a qualidade dos tomates independentes revestidos e
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armazenados a 25 °C sem controle de umidade. Os parametros analisados foram perda de
peso, mudanca de cor instrumental, textura por puncdo, solidos sollveis totais, pH, acidez

tituldvel e indice de maturacao.

7.2.6.1. Perda de peso dos tomates

A diferenca entre o peso antes do revestimento e o peso dos tomates apds 9 d de
armazenamento possibilitou a determinacdo da perda de peso fisioldgica entre os diferentes
grupos. Os diferentes grupos de tomates a 25 °C apresentaram uma porcentagem de perda
de peso entre 6,2 e 7,4% (Figura 36). A partir da andlise de varidncia dos dados nao
paramétricos, pode-se determinar que os grupos de tomates revestidos ndo tiveram uma
perda de peso significativamente diferente do grupo ndo tratado (Grupo 5) (p < 0,05, Quadro

10 do Apéndice O).
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Figura 36 — Porcentagem de perda de peso de tomates revestidos durante armazenamento de 9 d a
25 °C. Aletra a indica que ndo ha diferencas significativas entre as medianas das porcentagens de
perda de peso dos frutos revestidos e o grupo de controle (Grupo 5) de acordo ao pdés-teste de
comparaces multiplas Dunn (p < 0,05). Grupo 1: Tomates revestidos com a emulsdo formada de
filme EFF1 (microparticulas 0,50%); Grupo 2: Tomates revestidos com a EFF2 (microparticulas
0,25%); Grupo 3: Tomates revestidos com a EFF3 (dleo livre de C. citratus 0,25%); Grupo 4: Tomates
revestidos com a EFF4 (microparticulas sem OE); Grupo 5: Tomates ndo revestidos.

7.2.6.2. Determinagao da cor instrumental de tomates revestidos

A coloracdo de tomates independentes tratados com revestimentos contendo ou ndo
microparticulas foi avaliada por meio da anadlise dos atributos quantitativos de luminosidade,

saturacdo e matiz, bem como da relagdo cromatica a*/b e da mudanca total de cor (Figura
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37). As andlises de luminosidade da cor dos tomates expressas pelas coordenadas L* durante
0 armazenamento mostraram uma tendéncia decrescente para todos os grupos (Figura
37a). Entretanto, para o ultimo dia de avaliacdo colorimétrica, o grupo de tomates nao
revestidos (Grupo 5) apresentou a maior reducdo percentual (27%) nos valores de L¥*,
enquanto os frutos do grupo 4 (revestimento branco) e dos grupos 1 e 2 (contendo 500 e
250 ppm de microparticulas) apresentaram uma reducdo porcentual menor (8,41, 12 e
10,3%, respectivamente), o que poderia indicar uma mudanca de uma cor mais escura em
tomates ndo revestidos (consulte a Quadro P1 do Apéndice P). Além disso, foram
identificadas diferencas significativas nos grupos de tomates revestidos e no tempo de
estocagem, e houve uma interacdo consideravel entre esses fatores (p = 0,0063) ao analisar
a variacdo da cor verde para vermelha expressa pela coordenada cromatica a* (Figura 37b).
Os tomates quando revestidos apresentaram valores dentro da faixa de -8,3 a -7, indicando
uma coloragdo no quadrante verde. De acordo com a analise estatistica nos diferentes dias
de amostragem, os valores da coordenada a* nos tomates do grupo de controle e dos outros
grupos revestidos apresentaram diferencas significativas no nono dia de armazenamento.
Em contraste com o grupo revestido com dleo livre de C. citratus (Grupo 3), os frutos
revestidos com particulas de 6leo (Grupo 1 e Grupo 2) e sem dleo (grupo 4) apresentaram
diferencas significativas menores com valores médios de a* de 17, 17 e 9,3,
respectivamente, em comparagcdo com o grupo de controle com um valor de 28, o que pode
indicar uma tendéncia mais lenta dos tomates revestidos de atingir uma cor avermelhada.
Além disso, ndo foram observadas diferencgas significativas entre os diferentes grupos ao
analisar a variacdo da coordenada b* em cada dia de avaliagdo, mas os tomates tiveram uma
tendencia crescente na coloracdo amarelada durante o armazenamento (Figura 37c, Quadro

P3 do Apéndice P).
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Figura 37 — Avaliagcdo de parametros de cor dos tomates revestidos durante seu armazenamento.

Box representam as medianas dos valores e o percentil 5 e 95%. a) L*: luminosidade; b) coordenada

a*: de verde a vermelho; c) coordenada b*: de azul a amarelo; d) C*: croma ou saturacdo de cor; e)

°Hue: tonalidade de cor; f) AE: diferenca total de cor entre o dia inicial e final de monitoramento; g)

a*/b*: diferenca de cor no grau de maturacdo. As letras sobescritas em cada dia de avaliacdo (a —d)
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indica diferencas significativas entre as medianas das porcentagens de perda de peso dos frutos
revestidos e o grupo de controle (Grupo 5) de acordo ao pds-teste de comparacdes multiplas Dunn
(p < 0,05). Grupo 1: Tomates revestidos com a emulsdo formada de filme EFF1 (microparticulas
0,50%); Grupo 2: Tomates revestidos com a EFF2 (microparticulas 0,25%); Grupo 3: Tomates
revestidos com a EFF3 (éleo livre de C. citratus 0,25%); Grupo 4: Tomates revestidos com a EFF4
(microparticulas sem OE); Grupo 5: Tomates ndo revestidos.

Por outro lado, na Figura 37d é ilustrado que o grupo 4 foi o Unico que apresentou
uma variacdo da saturacdo de cor (C*) significativamente menor em comparagdo com o
grupo de tomates no revestidos a partir do sexto e nono dia de armazenamento. Ao final do
armazenamento dos tomates se observaram cores mais opacos. Enquanto isso, as variacdes
na tonalidade da cor do tomate foram baixas, com tendéncia decrescente durante os 9 d de
avaliacdo (Figura 37e). As diferencas entre os grupos sé foram observadas a partir do 92 dia
de armazenamento apds o revestimento, em que o grupo de tomates ndo revestidos
apresentou uma tonalidade significativamente diferente (p < 0,05) com grau médio menor
(*Hue = 55 °) do que os outros grupos tratados com coberturas com 6leo essencial
encapsulado (° Hue = 69° a 70°). Isso significa que, a partir do ultimo dia de avaliacdo, os
tomates ndo revestidos tendem a apresentar uma cor mais amarelada com uma tendéncia
mais pronunciada para uma cor avermelhada, um possivel sinal de amadurecimento do
tomate. Por sua vez, os dados com distribuicdo heteroscedastica da diferenca total de cor
entre o dia inicial e o final do monitoramento de cor dos tomates (p < 0,05) revelam uma
diferenca moderada entre os grupos 2, 3 e 4 em relagdo ao grupo de controle com um valor
maior que 36 (Figura 37f). A relacdo entre as coordenadas cromaticas a*/b* aumentou
durante os 9 dias de avaliagdo (Figura 37g), indicando mudangcas no grau de
amadurecimento dos tomates. No ultimo dia, apenas o grupo de controle de tomates tem
um valor acima de 0,6, o que pode indicar um grau diferente de amadurecimento em

comparagdo com os tomates revestidos (a*/b* = 0,2 a 0,4).

7.2.6.3. Monitoramento da textura dos tomates revestidos

A Figura 38 mostra os resultados dos testes mecanicos de textura por pung¢do no
epicarpo de dois tomates revestidos durante o tempo de armazenamento com temperatura
controlada. A forca maxima de penetracdo de todos os grupos tendeu a diminuir

gradualmente até o sexto dia de avaliagdo, mas sem apresentar diferencas entre os frutos
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revestidos e o grupo de controle. No entanto, no nono dia, os tomates independentes dos
grupos 2, 3 e 4 apresentaram diferencas significativas em relacdo ao grupo de tomates nao

revestidos, com valores de forga acima de 15 N (Quadro Q1 do Apendice Q).

25—
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Figura 38 — Mudancas de textura pelo teste mecanico de pung¢do em tomates revestidos durante o
periodo de armazenamento de 9 d a 25 °C. Grupo 1: Tomates revestidos com a emulsdo formada de
filme EFF1 (microparticulas 0,50%); Grupo 2: Tomates revestidos com a EFF2 (microparticulas
0,25%); Grupo 3: Tomates revestidos com a EFF3 (dleo livre de C. citratus 0,25%); Grupo 4: Tomates
revestidos com a EFF4 (microparticulas sem OE); Grupo 5: Tomates ndo revestidos.

7.2.6.4. Avaliagdo das mudangas do pH em tomates revestidos

Do mesmo modo, as variacdes de pH da polpa dos tomates revestidos nos diferentes
grupos foram monitoradas periodicamente durante 9 dias (Figura 39). Com base na andlise
estatistica, o tratamento de revestimento e o periodo de armazenamento dos frutos
influenciam os valores de pH da polpa, com uma forte interacdo entre os dois fatores, tempo
de armazenamento e revestimento (valor p <0,001, Quadro R1 do Apéndice R). Os tomates
com cor verde apds aplicacdo e a secagem do revestimento no dia inicial tiveram um pH
acido em uma faixa média de pH entre 4,20 e 4,31. No entanto, a partir do dia 9° de
observagao , observou-se uma reducdo do pH entre 5,85 e 5,01% nas amostras de frutos
tratados com revestimentos contendo o dleo essencial de C. citratus, enquanto a reducdo
do pH durante o armazenamento nos grupos 4 e 5 foi entre 3,46 e 3,54%, o que poderia

indicar alteragdes quimicas relacionadas ao amadurecimento dos frutos.
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Figura 39 — Variacdes de pH da polpa de tomates tratados com revestimentos bioativos. Grupo 1:
Tomates revestidos com a emulsdo formada de filme EFF1 (microparticulas 0,50%); Grupo 2:
Tomates revestidos com a EFF2 (microparticulas 0,25%); Grupo 3: Tomates revestidos com a EFF3
(6leo livre de C. citratus 0,25%); Grupo 4: Tomates revestidos com a EFF4 (microparticulas sem OE);
Grupo 5: Tomates ndo revestidos.

7.2.6.5. Avaliacao do efeito de revestimentos bioativos sobre SST em tomates

Da mesma forma, as polpas dos tomates revestidos que foram analisadas quanto ao
pH também foram analisadas quanto ao teor de SST durante todo o periodo de
armazenamento. Ao considerar analisar o efeito principal comparativo entre os grupos, o
grupo 1, revestido com dleo essencial microencapsulado a 0,50%, mostra uma forte
diferenca significativa em relacdo ao conteudo de SST do grupo ndo tratado (Grupo 5)
durante todo o tempo de monitoramento (Figura 40a— Quadro S1). Ao contrdrio da redugao
do pH na polpa de dois tomates durante o experimento, o teor de sélidos solUveis totais
(SST) apresentou um aumento médio consideravelmente maior no grupo 1 e no grupo 3 de
9,3 e 6,99%, enquanto nos outros grupos houve o menor aumento, com valores na faixa de

1,9 a 3,7% (Figura 40b).
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Figura 40 — Efeito dos sdélidos soluveis totais em tomates revestidos. Grupo 1: Tomates revestidos
com a emulsdo formada de filme EFF1 (microparticulas 0,50%); Grupo 2: Tomates revestidos com a
EFF2 (microparticulas 0,25%); Grupo 3: Tomates revestidos com a EFF3 (dleo livre de C. citratus
0,25%); Grupo 4: Tomates revestidos com a EFF4 (microparticulas sem OE); Grupo 5: Tomates ndo
revestidos.

7.2.6.6. Analises de acidez titulavel

De acordo com a analise de varidncia, os diferentes revestimentos ndo tém influéncia
sobre a porcentagem de acidez dos tomates durante os 6 dias de armazenamento, em
contraste com o tempo de armazenamento (Figura 41). Para o 92 dia de avaliacdo, observa-
seque ogrupo 1eogrupo 3 apresentam diferencas significativas em relacao a porcentagem
de acidez tituldvel dos tomates (Consulte Quadro T1 do Apéndice T). Esses dois grupos
apresentaram teores de 0,630% e 0,648% de acido citrico em relagdo ao grupo controle com

valores de acidez titulavel de 0,534% ao final do periodo.
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Figura 41 — Determinagdo da porcentagem de acidez total em tomates revestidos durante seu
armazenamento a 25 °C. Grupo 1: Tomates revestidos com a emulsdo formada de filme EFF1
(microparticulas 0,50%); Grupo 2: Tomates revestidos com a EFF2 (microparticulas 0,25%); Grupo 3:
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Tomates revestidos com a EFF3 (dleo livre de C. citratus 0,25%); Grupo 4: Tomates revestidos com a
EFF4 (microparticulas sem OE); Grupo 5: Tomates ndo revestidos.

7.2.6.7. Identificacao do indice de maturagao de tomates revestidos

O indice de maturacdo dos frutos independentes durante o periodo de analise nao foi
influenciado pelo revestimento em que estavam submersos no inicio do teste. Apesar da
alta variedade do indice de maturacdo entre os tratamentos, expressa pelas flutuacdes nas
porcentagens de acidez total nas polpas dos tomates durante os dias de monitoramento,
observa-se que ao final do periodo de avaliacdo o nivel de maturacdo dos tomates nao
revestivos foram estatisticamente diferentes no grupo de tomates revestidos com

microparticulas (Figura 42, consulte Quadro U1 do Apéndice U).
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Figura 42 — Indice de maturacao dos frutos tratados com revestimentos bioativos. Grupo 1: Tomates
revestidos com a emulsdo formada de filme EFF1 (microparticulas 0,50%); Grupo 2: Tomates
revestidos com a EFF2 (microparticulas 0,25%); Grupo 3: Tomates revestidos com a EFF3 (dleo livre
de C. citratus 0,25%); Grupo 4: Tomates revestidos com a EFF4 (microparticulas sem OE); Grupo 5:
Tomates ndo revestidos.
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8. DISCUSSAO

8.1. DISCUSSAO DO ESTUDO 1

Thielaviopsis ethacetica tem sido considerado nos ultimos anos um fitopatdgeno de
alto impacto em culturas industriais e alimenticias (BORGES et al., 2019). Entre os alimentos
afetados, destaca-se seu impacto sobre a banana, uma das culturas de grande importancia
socioecondmica e nutricional na regido neotropical (DE MELO et al., 2016) Dessa forma, o
presente estudo buscou identificar o potencial de dois dleos essenciais de plantas nativas
(Annona acutiflora e Xylopia ochrantha), uma planta aromatica (Cymbopogon citratus) e o
cinamaldeido na forma emulsionada, para o controle in vitro de T. ethacetica e seu efeito
nas propriedades fisico-quimicas da banana durante o armazenamento.

De acordo com a andlise quimica CG-MS/FID, o patégeno foi exposto
predominantemente a sesquiterpenos hidrocarbonetos quando tratado com os dleos
essenciais de A. acutiflora (OEAa) e X. ochrantha (OEXo). Dentre os dleos testados, o dleo
essencial de A. acutiflora destacou-se por ter atividade fungistatica preliminar sobre o
conidio do patégeno, por isso foi necessario avaliar se sua combina¢do com cinamaldeido
melhoraria seu efeito. A emulsificacdo de cinamaldeido puro ou em sua combinagdo com o
oleo de A. acutiflora mostrou atividade fungicida contra esporos de T. ethacetica abaixo de
1000 ppm e um efeito de retardo do crescimento micelial do patégeno. Além disso, as
emulsGes de cinamaldeido ou sua combinacdo com OEAa reduziram a viabilidade das células
fingicas durante a maturacdo das bananas durante 9 d de armazenamento.
Satisfatoriamente, ambas as emulsdes ndo afetaram os parametros instrumentais de cor,
textura, solidos solUveis totais, pH, acidez e indice de maturacdao das bananas durante o
armazenamento a 25 °C.

O perfil quimico do dleo de A. acutiflora apresentado neste estudo apresentou uma
série de variacGes em comparacdo com um estudo publicado por Folly et al. (2021) que
estudou a composicdo do dleo da mesma espécie na mesma area de conservacao. O autor
descreveu o a-santaleno como o principal constituinte do déleo (15,5%), seguido pelo
biciclogermacreno (12,5%). Enquanto isso, este trabalho relatou o sesquiterpeno
biciclogermacreno como o principal componente (37%), seguido pelo (E)-B-farneseno

(11,8%). Em contraste com o presente trabalho, Folly et al. (2021) relataram a presenca de
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guantidades residuais de hidrocarbonetos monoterpenos, que ndo foram identificados
neste estudo. Ao mesmo tempo, o presente estudo apresenta divergéncias entre os calculos
majoritdrios do relatério quimico determinado por Viana et al. (2023), cujo estudo mostra
as folhas de Xylopia ochrantha coletadas no PNRJ durante o inverno de 2019. O estudo indica
os hidrocarbonetos sesquiterpenos germacreno D, biciclogermacreno e 6-elemeno como os
principais constituintes presentes no 6leo de X. ochrantha. Entanto, ha uma predominancia
comum de hidrocarbonetos sesquiterpenos nos dois 6leos essenciais da mesma planta
coletados em periodos diferentes. As diferencas entre o perfil quimico identificado neste
trabalho e em estudos anteriores podem se atribuir a fatores sazonais e climaticos
encontrados nas espécies, como temperatura média, precipitacdo e umidade, conforme
relatado em estudos quimicos comparativos em outras espécies (SAMPAIO et al., 2020).
Por outro lado, o 6leo essencial de C. citratus (capim-limdo), que apresentou atividade
antifungica promissora contra o desenvolvimento de conidios de T. ethacetica em condicdes
in vitro, tem predominancia de monoterpenos oxigenados, diferentemente dos dois dleos
essenciais extraidos de material vegetal do ecossistema de Restinga. O estudo de Carvalho
et al. (2013) determinou que o 6leo essencial de duas espécies do género Lippia, que sdo
ricos em monoterpenos oxigenados em diferentes proporgdes, apresentaram efeitos
contrarios contra T. paradoxa (CARVALHO et al.,, 2013). De acordo com os autores, o dleo
essencial de Lippia sidoides, tendo como constituintes majoritarios timol (42,33%), p-cimeno
(11,97%) e B-cariofileno (11,03%), aplicado entre 0,2 a 3,0 ppm (v/v) foi capaz de inibir 100%
do desenvolvimento micelial de T. paradoxa e consequentemente sua esporulagdo
(CARVALHO et al., 2013). Entretanto, ao testar o 6leo essencial de Lippia gracilis, constituido
principalmente por carvacrol (27,59%), timol (18%), p-cimeno (16,24%), nas mesmas
concentragdes ele permitiu o crescimento micelial do patdégeno similar ao da placa controle
e o processo de esporulac3o, atingindo uma concentracdo acima de 7 x 108 conidios mL™
(CARVALHO et al., 2013). Ao testar os padrdes presentes nos 6leos como timol, carvacrol, p-
cimeno, 1,8 cineol, a-terpineno e B-cariofileno nas concentracdes de 0,05 a 0,50 ppm (v/v),
apenas o timol na concentracdo de 0,30 ppm atingiu 100% de inibicdo micelial de T.
paradoxa (CARVALHO et al.,, 2013). Cruz et al. (2018), no mesmo Estado de Sergipe,
relataram que um gendtipo de dleo de L. gracilis com timol como seu principal componente
e outros seis gendtipos constituidos principalmente por carvacrol (35% - 49,25%) com baixas
porcentagens de timol (< 5%), apresentaram o mesmo perfil antifungico contra T. paradoxa,
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inibindo completamente o micélio do patdgeno a partir de concentracdes de 450 ppm (m/v).
Os autores também relataram inibicdo micelial total do patégeno com a aplicacdo de timol
e carvacrol a 180 ppm (CRUZ et al., 2018). Essas descobertas da literatura existente revelam
que a atividade antifungica de um derivado de planta em um patégeno ndo depende
necessariamente da composicdo quimica, mas também da suscetibilidade de cada uma das
cepas testadas, portanto, é necessario avaliar individualmente o mecanismo de acdo de cada
derivado vegetal.

Além disso, a hipdtese de que a nanoemulsificacdo de derivados vegetais potencializa
as propriedades antifungicas foi comprovada neste estudo. Quando comparadas ao 6leo
essencial, as nanoemulsdes preparadas com baixo consumo de energia (Ne-OECC e NE-
OEAa) aumentaram o efeito inibitério dos bioprodutos em concentracdes mais baixas do
gue o 6leo essencial emulsionado em DMSO. Da mesma forma, o potencial antifungico do
cinamaldeido e da combinagdo cinamaldeido-dleo de A. acutiflora em T. ethacetica foi
favorecido pela emulsificacdo, quando a atividade fungicida in vitro foi observada contra o
patdgeno (Figura 21). Achados semelhantes foram feitos por Yadav et al. (2021), que
descobriram que uma nanoformulacdo contendo os 6leos essenciais (EOQ) de Myristica
fragrans Houtt, Bunium persicum Boiss e Zanthoxylum alatum Roxb permitiu melhorar a
atividade antifungica e antiaflotoxina B1 contra o fungo Aspergillus flavus, exibindo
concentracdes inibitérias mais baixas do que a formulacdo combinada. De acordo com os
autores, o aprimoramento bioativo pela nanoformulagdo contendo 6leo pode ser devido ao
fato de as nanoemulsdes aumentarem a solubilidade e permitirem a liberacdo regulada de
ingredientes ativos derivados de plantas (YADAV et al., 2021). Por sua parte, Hou et al. (2022)
identificaram que, apesar de a nanoemulsdo a base de D-limoneno ter obtido a maior
concentragdo inibitdria do derivado vegetal em solugdo sobre patégenos alimentares, como
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica e Escherichia coli, essa nanoformulacdo obteve
concentragdes fungicidas mais baixas sobre esses patdgenos. Em contraste, o estudo de Cruz
et al. (2018) relataram que o d6leo essencial de Lippia gracilis induziu acado fungistatica contra
Thielaviopsis paradoxa (identificado como o agente etioldgico da hemorragia do caule do
coco), em concentracdes que variam de 230 a 260 ppm, enquanto a nanoemulsdo de
derivados vegetais demostra atividade inibitdria a uma concentragcdo mais elevada com valor

CIM de 600 ppm (CRUZ et al., 2018).
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Por outro lado, ainda que as nanoemulsdes OEAa e OEXo preparadas com baixa
entrada de energia ndo tenham atingido 100% de inibicdo sobre o patdgeno, elas
apresentaram um tamanho de goticula em escala nanométrica (Z < 200 nm) e alta
homogeneidade em sua distribuicao (PDI < 0,3) de acordo com Anarjan et al. (2014), com
valores semelhantes aos relatados por Folly et al. (2021) e Viana et al. (2023). No entanto,
devido a que as goticulas das nanoformulagdes apresentam uma carga elétrica superficial
inferior a -30 mV, a nanoemulsdo ndo pdde ser fisicamente estabilizada por repulsdo
eletrostatica (MULLER; JACOBS; KAYSER, 2001). Considerando que os valores do potencial
zeta de uma nanoformulacdo dependem do pH e os eletrdlitos encontrados na fase aquosa,
o perfil quimico do dleo essencial, pode ajudar na estabilizacdo das nanoemulsdes (MULLER;
JACOBS; KAYSER, 2001).

Da mesma forma, as emulses grosseiras feitas em um volume maior com o
surfactante ndo i6nico Tween 80 com alta entrada de energia foram avaliadas na vida util da
banana, apresentando valores semelhantes acima de D43 de 5000 nm com o estudo de
Campolo et al. (2020), quando a emulsdo do dleo essencial de anis (Pimpinella anisum)
misturado com Tween 80 ndo foi sonificada. Essas emulsdes também apresentaram uma
distribuicdo heterogénea que pode levar as goticulas a coalescerem umas com as outras e
se desestabilizarem, embora por mais de 30 d em temperatura ambiente ndo tenha sido
observada nenhuma separacdo de fase das emulsées.

Diferentemente da emulsdo de cinamaldeido, a emulsdo combinada de OEAa-Cin
apresentou potencial zeta () acima de -30 mV, de modo que sua estabilizacdo fisica pode
ser devida ao mecanismo de impedimento esférico por ter usado um tensoativo ndo iénico
gue expressa valores negativos de mobilidade eletroforética (¢) (RIBES et al., 2017). As
emulsGes primarias desenvolvidas neste estudo poderiam futuramente atingir uma escala
nanométrica ao implementar o método de sonificacdo em um banho frio para reduzir o
tamanho das goticulas e melhorar sua distribuicdo, evitando a degradacdo do 6leo devido
ao calor gerado (CAMPOLO et al., 2020).

Do ponto de vista microbioldgico, o 6leo essencial de C. citratus, tanto em sua forma
livre quanto emulsificada, foi favoravel a inibicdo dos conidios de T. ethacetica. No entanto,
esse derivado vegetal a 20.000 ppm ndo foi capaz de inibir o crescimento micelial do
patdgeno. Ao contrario dos resultados deste estudo, Pereira et al. (2018) identificaram que
um oleo essencial de C. citratus procedente do Estado de Goids e aplicado a uma
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concentracdo de 7500 ppm inibiu o crescimento micelial completamente do micélio
previamente ativado de T. paradoxa.

Considerando a excelente atividade fungistatica do 6leo essencial de A. acutiflora, foi
avaliado se a combinagdao com um composto com potencial antimicrobiano, como o
cinamaldeido, melhoraria seu potencial antifungico in vitro e in situ. A atividade fungistatica
da emulsdo misturando o dleo de A. acutiflora (OEAa) com cinamaldeido (Cin) foi melhorada
porque continha metade da concentracdo do derivado do OEAa em comparagdo com
guando foi testado puro na forma livre, de forma que esta emulsdo expressou a mesma
concentracgado inibitdria sobre o patdgeno (Figura 21). Além disso, nessa condicdo, a emulsdo
combinada de OEAa-Cin apresentou uma concentracdo fungicida menor (CFM: 500 ppm) do
gue quando ambos os derivados de plantas foram testados em conidios em meio liquido
livre (CFM: 2000 ppm).

O cinamaldeido, um derivado reconhecido como seguro para alimentos (GRAS) com a
capacidade de evitar a deterioracdo microbiana dos alimentos (SUN et al., 2020),
demonstrou ter atividade inibitdria, fungicida e afetar o desenvolvimento micelial de T.
ethacetica (Figura 22). Ainda ndao ha consenso sobre os mecanismos de ag¢do do
cinamaldeido em fungos filamentosos, mas foi afirmado que esse derivado vegetal causa
danos celulares e afeta o material citoplasmatico, além de ser capaz de inibir ATPases e
enzimas que participam dos biossinteses da parede celular fungica (SUN et al., 2020).

Um caso interessante foi observado na atividade das emuls@es formuladas, nas quais
elas se mostraram eficientes na inibicdo do desenvolvimento de conidios em um meio
nutricional liquido, mas ndo tanto quando expostas ao micélio do patégeno. Embora a
nanoemulsdo de cinamaldeido tenha gerado uma taxa mais alta de retardamento do
crescimento do fungo do que a nanoemulsdo combinada de dleo de A. acutiflora e
cinamaldeido (E-AaCin), elas ndo inibiram completamente seu desenvolvimento em meio
nutritivo solidificado. Esse fenémeno também foi relatado por (RIBES et al, 2017),
identificando que a forma nanoemulsionada dos dleos essenciais de limdo (Citrus limon L.)
e bergamota (Citrus bergamia) apresentou uma reducdo na atividade antifungica micelial
sob o fungo Aspergillus niger em comparacdo com o potencial dos derivados vegetais em
sua forma livre. Os autores aludiram que a atividade antimicrobiana das emulsGes poderia
ser devida a particdo das goticulas dos derivados volateis de plantas e os presentes na fase
aquosa (RIBES et al., 2017). Por exemplo, o cinamaldeido tem um coeficiente de particdo n-
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octanol/agua (Log Pow) de 1,9 (calculado pelo XLogP3 3.0), enquanto o biciclogermacreno,
o principal componente do dleo essencial de A. acutiflora tem um Log Pow de 4,1 (calculado
pelo método XLogP3-AA) (NCBI, 2020). Dessa forma, a emulsdo que continha apenas
cinamaldeido, um composto com Log Pow 2 vezes menor do que o biciclogermacreno,
poderia se dissolver mais facilmente na fase aquosa e permitir sua liberacdo continua até
gerar uma afetacdo sobre o patdgeno-alvo. Além disso, é necessdrio salientar que, com base
nas descobertas de Cruz et al. (2018), foram identificadas mudangas na composicdo quimica
das emulsdes, possivelmente devido a processos de oxidacdo, rearranjo ou outras
transformacdes das substancias presentes nos éleos essenciais, em que o perfil antifungico
das emulsGes também pode variar ao encapsular as substancias por emulsificacdo. No
entanto, essas hipdteses precisam ser testadas em préximas pesquisas.

Por outro lado, o efeito das emulsdes foi avaliado em aspectos microbioldgicos e fisico-
quimicos da banana da variedade ouro durante seu armazenamento, controlando as
condi¢Bes de temperatura e umidade. As emulsdes E-cin e E-AaCin a 5.000 ppm reduziram
significativamente as populacdes de espécies de fungos filamentosos expressas pelas
unidades formadoras de col6nias presentes nas frutas em 30 e 12%, o que poderia indicar
gue o tratamento das bananas com essas emulsdes poderia reduzir a carga flngica
contaminantes que degradaria as frutas durante o processo de armazenamento antes da
comercializagdo da fruta. Esses resultados in situ em frutos estdo relacionados ao perfil
observado no teste in vitro de microdiluicdo usando uma suspensdo de conidios do
patégeno.

A banana é uma fruta climatérica que se caracteriza pelo amadurecimento durante o
armazenamento (HOU et al, 2022). Assim, o presente estudo também buscou avaliar o
efeito de emulsdes submersas em emulsGes de E-cin e E-AaCin sob a vida util da banana
(Musa acuminata 'Lady Finger'), popularmente conhecida como banana ouro. De acordo
com as diferentes andlises fisico-quimicas destrutivas e ndo destrutivas, essas
bioformulacdes ndo afetaram o processo normal de amadurecimento da banana durante 10
d de armazenamento a 25 °C. Entretanto, durante o periodo de monitoramento, foram
observadas variacBes relevantes desde o periodo pré-climatico até a maturacdo comercial.
As mudancas de cor em muitas frutas, especialmente nas bananas, sdo um dos principais
indicadores do estado de maturagdo (THOMPSON; SUPAPVANICH; SIRISON, 2019) e é um
aspecto que influencia a aceitabilidade comercial da fruta (HOU et al., 2022). As variacdes
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na coordenada a* (verde-vermelho) identificadas neste estudo podem indicar a
decomposicdo da clorofila pela clorofilase e o aumento de pigmentos como xantofila e
caroteno, resultando em uma mudancga visual na cor de verde para amarelo (PRABHA,
BHAGYALAKSHMI, 1998). Além disso, apds o quinto dia de avaliagdo, foi observada uma
reducdo nos valores de luminosidade - L* e na cor amarelada das bananas (valores positivos
de b*) (Figura 24), o que pode estar associado a atividade do polifenol oxidase na conversao
do fenol em quinina, bem como ao aumento de macromoléculas devido a polimerizacdo que
causam uma cor mais escura nas cascas das bananas, tendendo a uma cor marrom em um
estado de sobrematuracdo (DAS et al., 2023). Da mesma forma, conforme relatado por Das
et al. (2023), em que se avaliou bananas tratadas com um revestimento bioativo, o indice
de angulo de tom amarelo das bananas nas frutas foi ligeiramente reduzido ao longo do
tempo em todos os grupos com a mesma proporc¢do. O monitoramento da tonalidade das
bananas é essencial, pois a intensidade da cor amarela da casca é comumente relacionada
a docura, ao bom sabor e ao frescor, de modo que os consumidores sdo atraidos a escolher
bananas com uma cor amarelada mais brilhante (DAS et al., 2023).

Além disso, outra das propriedades mais reveladoras das bananas do ponto de vista
comercial é a textura, uma vez que ela afeta a vida Util da fruta e também sua qualidade de
armazenamento (PRABHA; BHAGYALAKSHMI, 1998). Neste estudo, a reducdo da textura
dura dos frutos foi observada devido ao processo de amadurecimento durante o
armazenamento a 25 °C. A textura dos frutos durante os primeiros cinco dias de
armazenamento diminuiu com valores superiores a 30 N para uma faixa de 11 e 14 N. Em
seguida, nos cinco dias seguintes, observou-se um processo de amolecimento mais lento das
bananas (com valores entre 7 e 9 N) como resultado do processo de maturacdo. Hou et al.
(2022) expuseram que as bananas armazenadas a 13 °C apresentaram uma reducdo abrupta
em sua firmeza passando de valores de aproximadamente 51 N para valores entre 5e 8 N
no novo dia de armazenamento, com bananas tratadas com revestimento contendo 1 e 1,5%
de nanoemulsao de D-limoneno.

Durante o processo de amadurecimento das bananas, o pH da polpa aumenta como
resultado da reducdo do conteldo de dcidos organicos, como o acido malico e o acido tartico
(HOU et al., 2022). No presente estudo, observou-se uma leve reducdo do pH em todos os
grupos a partir do quinto dia do armazenamento a 25 °C, mas no décimo dia houve um leve
aumento. Da mesma forma, Hou et al. (2022) relataram uma reducdo no pH no terceiro dia

135



de armazenamento a 13 °C, mas apods o sexto dia foi observado um aumento escalonado no
pH nos diferentes grupos de bananas. As variagdes no pH da polpa de banana estdo
correlacionadas com as medicdes de acidez titulavel, em que, a partir do quinto dia de
armazenamento, a acidez tendeu a diminuir de valores acima de 0,55% de 4cido malico para
porcentagens em torno de 0,30%. Essa reducdo no conteudo de acidos organicos deve-se
ao fato de que estes compostos atuam como substratos para as reacdes enzimaticas da
respiracao da banana (BICO et al., 2009).

De forma conclusiva, pode-se afirmar que as emulsdes a base de cinamaldeido puro
(E-cin) ou em combinagcdo com o dleo essencial de A. acutiflora (E-AaCin) apresentaram
atividade fungistatica e fungicida in vitro sobre T. ethacetica, bem como revelaram
resultados promissores na reducdo da carga microbiana filamentosa no interior da banana
sem afetar negativamente as propriedades fisico-quimicas das frutas durante o
armazenamento em temperatura ambiente. Considerando as promissoras propriedades
antifungicas dessas bioformulacdes, sua incorporacdo em revestimentos comestiveis a base
de biopolimeros poderia melhorar a vida Util das bananas durante o armazenamento (HOU

etal., 2022; YANG et al., 2022).

8.2. DISCUSSAO DO ESTUDO 2

O tomate é um produto agricola altamente perecivel devido a fatores abidticos e
bidticos, entre os quais se destacam as infec¢cdes causadas por fungos fitopatogénicos
(PERALTA-RUIZ et al., 2020; RIZWANA et al., 2021). Alternaria alternata (A. alternata) faz
parte do complexo flungico que ataca os tomates no periodo pds-colheita, causando a
mancha preta e também produzindo micotoxinas de alto risco para a saude humana por
algumas cepas (QIN et al., 2022). Assim, o presente estudo visou formular revestimentos a
base de mandioca com microparticulas coacervadas contendo &éleo essencial de
Cymbopogon citratus (OECc) incorporadas para avaliar seu efeito fungicida in vitro e in situ
sobre o fitopatdgeno Alternaria alternata e sobre os aspectos de qualidade do tomate
armazenado. Inicialmente, a analise quimica do OECc revelou a presenca de dois
monoterpenos oxigenados e um monoterpeno hidrocarboneto como componentes
principais. A triagem polimérica permitiu definir o sistema ideal para o encapsulamento do

OECc por coacervacao complexa o par polimérico alginato.300-gelatina tipo B na proporgdo
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1:5 a uma temperatura de 45 °C em um pH de 4,0 ajustado com CHsCOOH. As
microparticulas sob o sistema ideal apresentaram diametros médios D43 menores que 100
um com valores de amplitude menores que 1,3. As particulas bioativas com morfologia
circular a oval com goticulas de éleo incrustadas foram observadas por microscopia, e a
presenca do derivado da planta foi confirmada por espectrofotometria e cromatografia
gasosa. O encapsulamento do 6leo OECc aprimorou a atividade fungistatica e fungicida em
concentracdes menores contra A. alternata em condigdes in vitro. Foi observado um efeito
de cicatrizacdo em tomates revestidos com microparticulas contendo o OECC a 0,50% e
0,25% sob armazenamento a temperatura e umidade controladas apds 12 d de infeccdo
artificial com conidios de A. alternata. Os tomates tratados com um revestimento contendo
microparticulas apds 9 d de armazenamento a 25 °C atrasaram a coloragdao comercial do
epicarpo dos tomates. Considerando a relacdo entre o TSS e a acidez tituldvel da polpa de
tomate, os revestimentos com microparticulas contendo OECc na concentracdo CFM
causaram uma reducado significativa no indice de maturacdo.

De acordo com a analise quimica por CG-EM/DIC, o dleo de C. citratus (OECc)
procedente da regido serrana do Estado do Rio de Janeiro é rico em monoterpenos
oxigenados com a presenca de alguns monoterpenos hidrocarbonetos. A composicao
guimica desse derivado de planta é descrita como sendo bastante variada em todo o mundo,
conforme compilado no Quadro 1, o que poderia explicar os diferentes usos
etnofarmacoldégicos em diferentes paises (SHAH et al., 2011). Particularmente, este estudo
relata que o geranial (citral A), o neral (citral B) e o mirceno sdo os principais constituintes
do 6leo essencial de capim-limdo. Embora as porcentagens relativas tenham variado e as
técnicas de extracdo tenham sido diferentes, a andlise quimica do éleo OECc do presente
estudo tem semelhancas com diferentes estudos realizados no territério brasileiro,
indicando um padrdo semelhante nos trés principais constituintes mencionados (Quadro 1).
Esse padrdo quimico foi relatado por Antonioli et al. (2020) estudando o OECc extraido de
plantas de colhida em Caxias do Sul, RS, e Gongalves et al. (2015) e Barbosa et al. (2008) ao
avaliarem a composicdo quimica do dleo de folhas da planta em diferentes municipios do
Estado de Minas Gerais, assim como Blanco et al. (2009) ao caracterizarem o 6leo essencial
OECc de material vegetal procedente de um municipio do interior de Sdo Paulo. Manvitha e
Bidya (2014) apontaram que o padrdo do d6leo essencial de C. citratus correspondia a
presenca dos dois monoterpenos estereoisoméricos, mas, no caso brasileiro, esse padrao
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guimico também poderia incluir o mirceno como composto de referéncia junto com o citral.
Entretanto, essa hipotese teria de ser analisada com maior profundidade por meio de
estudos sistematicos.

Da mesma forma, como a atividade antifungica do éleo de OECc contra A. alternata
foi comprovada no presente estudo, as propriedades contra patégenos degradadores de
frutas também foram verificadas em diferentes estudos no mundo e no Brasil. Antonioli et
al. (2020) identificaram potencial fungicida in vitro e in vivo sobre os fitopatdgenos
Colletotrichum acutatum e Colletotrichum gloeosporioides na forma livre e aprisionada em
nanocapsulas, aplicando-as em mac¢ds como modelo experimental. Gongalves et al., (2015)
identificaram o efeito inibitorio do OECc sobre o crescimento micelial de Rhizoctonia solani
e Sclerotium rolfsii (agentes causais da podriddo radicular e da podriddo do cole do feijdo),
na concentracdo de 0,04 e 0,03%, respectivamente. No entanto, Onawunmia, Yisakb e
Ogunlanaa (1984) relataram que apenas o geranial e o neral (citral) apresentaram atividade
antimicrobiana sobre espécies gram-positivas e gram-negativas individualmente, ao
contrario do mirceno, que ndo exerceu efeito antimicrobiano sobre os patégenos-alvo. No
entanto, de acordo com Gongalves et al., (2015), o citral (mistura de geranial e neral) foi
capaz de inibir o crescimento micelial de R. solani e S. rolfsii em concentracdes mais baixas
do que quando o éleo essencial puro de C. citratus foi aplicado.

O potencial antimicrobiano do OECc tem sido associado a ac¢do exercida por
compostos oxigenados presentes no derivado, como neral e geranial (ANTONIOLI et al.,
2020). Wei et al. (2021) determinaram que o citral causou uma redugdo no nivel de
ergosterol, aumentou a permeabilidade da membrana e diminuiu o contelddo de proteinas
soluveis, levando a danos a fungdo e a estrutura da membrana celular de Botryosphaeria
dothidea, Phomopsis macrospore e Botrytis cinerea, patégenos do Kiwi. Além disso, Tao,
Ouyang e Jia (2014) identificaram a liberacdo de constituintes celulares e o aumento do pH
extracelular do fungo Penicillium itralicum apds a exposicdo ao citral nas concentracdes CIM
e CFM identificadas pelos autores. Com base em estudos de efeitos sobre o ergosterol, um
importante componente da membrana celular fungica responsavel por estabilizar a funcdo
e a integridade da célula, os autores determinaram um impacto considerdvel sobre a
biossintese do ergosterol nas células do P. italicum, o que levou a afirmar que o citral
apresenta como principal alvo a membrana plasmatica do patdgeno causador do mofo azul
dos citros TAO; OUYANG; JIA, 2014). Recentemente, Luo et al. (2024) relataram que o citral
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foi capaz de prejudicar a estabilidade estrutural da membrana celular, afetando a
permeabilidade da membrana celular de A. alternata. De acordo com os autores, o dano
celular causado por esse derivado de planta consequentemente afetou a viabilidade lipidica
da membrana, o vazamento de conteldo celular gerou um aumento nas espécies reativas
de oxigénio (ROS), o conteudo de malonaldeido (MDA) e perdxido de hidrogénio (H203), o
que pode ser verificado pelo aumento da atividade das enzimas reguladoras do estresse
oxidativo como a catalase (CAT) e a superodxido dismutase (SOD) no ambiente celular do
patdgeno estudado (LUO et al., 2024).

Além disso, o OECc, tanto na forma livre quanto na encapsulada, causou um efeito
fungistatico e fungicida sobre o patdgeno A. alternata, conforme identificado pelo método
padronizado de microdiluicdo dentro da faixa de concentragdes testadas neste estudo. A
comparacao desses resultados resulta em uma tarefa complexa quando se consideram os
varios métodos usados na literatura para as determinacdes de CIM e CFM (por exemplo,
métodos de difusdo, micelial e de microdiluicdo), a forma de preparar as concentracées
testadas (v/vou m/v, m/m), bem como a variedade de suscetibilidade de cada uma das cepas
testadas em cada estudo. Por exemplo, Zorzi Tomazoni et al. (2019) relataram que, ao testar
o 6leo essencial de quatro plantas do género Bacharis, apenas duas delas, B. ochracea e B.
trimera, demonstraram atividade inibitéria (CIM) pelo método micelial in vitro contra o
fungo A. alternata, com valores de 10,0 e 5,0 pL mL*. De acordo com o reporte dos autores,
esses dois 6leos essenciais com atividade promissora diferiram dos demais éleos essenciais
de plantas do mesmo género por apresentarem predominancia de monoterpenos
oxigenados (49,0 e 50,9%, respectivamente), o que poderia explicar sua atividade contra A.
alternata. Por sua vez, Wang et al. (2019) relataram que o citral apresenta uma concentragdo
inibitéria minima de 0,02225% (222,5 pg mL?!) sobre o desenvolvimento micelial de A.
alternata e, na metade do valor da CIM, interferiu como uma barreira aos genes
biossintéticos de micotoxinas. Isso levou ao comprometimento da producdo de metabdlitos
perigosos desse patégeno (WANG et al., 2019). Deste modo, a atividade fungicida do OECc
identificada no presente estudo sob uma concentracdo acima de 0,06% poderia ser
explicada pela atividade deletéria do citral, que é capaz de reduzir o ergosterol, levando a
uma maior fragilidade fungica devido a alteracdo da membrana celular de A. alternata
(WANG et al., 2019). Além disso, o citral causa condicGes desfavoraveis para a sobrevivéncia
do agente da mancha preta do tomateiro, por ser capaz de reduzir a capacidade antioxidante
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do fungo, o que leva ao acumulo excessivo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
desencadeando em células defeituosas e letais que afetam seriamente o ciclo de vida e a
viabilidade do patégeno (WANG et al., 2019). Porém, essas hipoteses tedricas devem ser
avaliadas em estudos futuros sobre o mecanismo de acgao.

Além disso, o presente estudo também confirma a hipdtese tedrica apresentada em
diferentes estudos de que a encapsulacdo do éleo essencial promissor permite aprimorar a
atividade antifungica do derivado da planta de forma prolongada com base no resultado do
CFM apds 7 d de aplicagdo (Tabela 4) e no teste in situ apds 12 d de avaliacdo (Figura 35).
No caso da avaliacdo in vitro por meio do teste de microdiluicdo, a acdo fungicida (expresso
em valores de CFM) do OECc em ambas as formas, livre ou encapsulada, foi obtida em
concentragdes do derivado vegetal acima da concentracdo inibitéria minima. Entretanto, a
acao fungicida sobre o fungo A. alternata na forma encapsulada foi duas vezes maior do que
o valor da atividade inibitéria (CIM), enquanto a forma livre exigiu uma concentracdo quatro
vezes maior do que a CIM determinada no patdgeno-alvo (Tabela 4). Um caso contrario foi
relatado por Antonioli et al. (2020), que identificaram que o 6leo essencial de C. citratus
aprisionado na forma de nanocdpsulas apresentou um valor de CIM mais alto (0,1%) do que
guando o dleo essencial foi aplicado livremente (0,025%) na avaliacdo do desenvolvimento
micelial dos fitopatégenos C. acutatum e C. gloeosporioides. Os autores argumentaram que
as goticulas de dleo essencial permeiam a membrana polimérica lentamente e levam um
longo tempo para entrar em contato com o meio, ao contrario do dleo livre que esta em
contato direto desde o inicio de sua aplicagdo (ANTONIOLI et al., 2020).

Por outra parte, conforme verificado nos testes de coacervacdo de multiplos
complexos no presente estudo, a producdo de complexos de polieletrdlitos para a
microencapsulacdo do principio ativo da planta a partir de diferentes biopolimeros
apresenta suas proprias especificidades para cada sistema polimérico. Entre as
especificidades, destacam-se a concentracdo do polimero, a forca iénica, a proporgdo entre
os dois polieletrolitos, o pH da solucdo e as propriedades de viscosidade e textura dos
biomateriais (AFZAL; MASWAL; DAR, 2018; DEVI; KAKATI, 2013). Dessa forma, as tentativas
de replicar as condi¢Bes descritas em estudos prévios ndo levaram a obtencdo de um
sistema de coacervado, mas revelaram alternativas que foram experimentalmente
aprimoradas, particularmente o sistema de polimero de alginato de sédio-gelatina. Por
exemplo, Devi e Kakati (2013) desenvolveram um complexo eletrolitico com os biopolimeros
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alginato de sédio e gelatina tipo A com a proporcdo 1:3,5 em um pH de 3,75 baseada em
analises de viscosidade relativa e turbidez do sistema. Essa condicdo replicada no presente
estudo usando gelatina tipo A e alginato (ALG.387) com ajuste de pH para 3,7 com HCl,
impediu o processo de complexac¢do e foi observado um aumento excessivo da viscosidade
no sistema. Este fendbmeno de aumento de viscosidade pelo alginato também foi observado
por Afzal, Maswal e Dar (2018), que relataram que o alginato de sddio em valores baixos de
pH reforca sua viscosidade devido a protonacdo de ions carboxila, causando a supressao de
repulsdes eletrostaticas. Além disso, Yang, Chen e Fang (2009) observaram aumentos
pronunciados na viscosidade do alginato de sddio em solugdo ao reduzir o pH de 4,0 para
3,0 com a adicdo de HCI.

Ainda, a mudanca de um acidificante mais forte (acido cloridrico) para um mais fraco
(acido acético) dentro do sistema de coacervacdo de alginato-gelatina A (ALG.387-GEa) para
ajustar o sistema a um pH de 4,25 permitiu a formacgao de coacervados, mas com tamanhos
superiores a 500 um e com morfologias sem circularidade. Esse fendmeno foi observado por
Saravanan e Rao (2010) em contraste com os estudos anteriores de Joseph e Venkataram
(1995) e Shinde e Nagarsenker (2009), que usaram HCI para ajustar o sistema e obter uma
coacervacdo complexa entre alginato e gelatina. Os autores levantam a hipotese de que a
adicdo de um 4acido tdo forte quanto o HCl ao sistema pode causar a precipitacdo do acido
alginico, que é insolUvel em agua, impedindo a formacdo de complexos com a gelatina
Saravanan e Rao (2010). Os autores também expressaram que a fonte e as caracteristicas
intrinsecas do biopolimero usado (gelatina e alginato) sdo um fator relevante para a
coacervacdao (SARAVANAN; RAO, 2010). Shinde e Nagarsenker (2009) identificaram as
condicdes ideais de coacervacdo por meio da analise da viscosidade absoluta do sistema, o
par de polimeros gelatina tipo B de grau bacteriolégico e alginato de sddio de grau
farmacéutico em uma proporc¢do de 1:4 com um pH ideal de 3,5 usando acido cloridrico. Por
isso, neste estudo, a fim de melhorar o tamanho e a morfologia das particulas, um alginato
menos viscoso (ALG.300) e a gelatina tipo B (GEb) foram experimentados em uma proporc¢ado
de 1:4,5, obtendo-se particulas com didmetro menor e morfologia mais definida, mas a
partir de um pH de 4,25, quando inicialmente foi projetado para um pH 4,0.

Considerando as diferencas de cada sistema relatado na literatura, foi necessario
determinar o potencial zeta dos biopolimeros usados para determinar a interagdo
eletrostatica entre os biopolimeros de gelatina-alginato e, dessa forma, determinar a
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proporcdo dos biopolimeros e a janela de pH em que o sistema atinge a neutralidade de
cargas. Ambos os alginatos testados apresentaram comportamento aniénico dentro da faixa
de pH testada. O potencial zeta negativo do alginato é justificado pelo fato de que esse
composto apresenta grupos carboxila (COO-) carregados negativamente nos blocos D-
manurdnico e L-gulurbnico, que tém valores de pKa em torno de 3,5 e, portanto, sdo
dissociados na solucdo. de alginato sem ajuste de pH (~ 6,0) (BAJPAI; TANKHIWALE, 2006).
A solucdo de alginato de sdédio com maior viscosidade (ALG.387) apresentou um potencial
zeta () de -79,6 mV em um pH nativo de 6,7, carga superior ao alginato com viscosidade
média (ALG. 300) em seu pH natural 5,62 com um { de -66,57 mV, valor muito préximo ({ de
-66,7 mV no pH de 7,0), ao obtido por (BERALDO, 2016) na producdo de microparticulas de
alginato cobertas com gelatina e coldageno com diferentes graus de hidrdlise. Dessa forma,
a producdo de microparticulas a base de alginato e gelatina se mostra mais viavel quando se
utiliza alginato com menor grau de viscosidade em solucdo. Além disso, a densidade de carga
da gelatina tipo B foi similar (10 mV) ao que foi relatado por Gongalves (2016) (12 mV), o
gue permitiu determinar o ajuste adequado para o sistema baseado nos valores de
densidade de carga. Foi assim que, neste estudo, foi determinada a condicdo ideal de
alginato-gelatina tipo B (ALG.300-GEb) em uma proporcdo de 1:5 em um pH de 4,0 usando
acido acético glacial como acidificante (5% v/v) com uma temperatura relativamente
constante de 45 °C.

A caracterizacdo fisico-quimica das emuls@es formadoras de filme produzidas com
fécula de mandioca revelou alguns padrdes semelhantes aos relatados em estudos prévios
(PERALTA-RUIZ et al, 2020; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2010). A densidade dos
revestimentos diminuiu com dleo essencial semelhante ao relatado por Peralta-Ruiz et al.,
(2020) e Sdnchez-Gonzaélez et al., (2010) que elaboraram revestimentos a base de quitosana.
As emulsGes se mostraram acidas entre 4,10 e 4,70, o que poderia contribuir para a inibigcdo
de fungos filamentosos por estarem fora da faixa de pH ideal para o crescimento de fungos.
Da mesma forma, conforme relatado anteriormente, a viscosidade aparente das solucdes
de EFF foi reduzida com a adicdo OECc com um valor mais baixo quando o déleo essencial
nao foi encapsulado. Em contraste com os revestimentos a base de quitosana produzidos
por Peralta-Ruiz et al. (2020), os revestimentos usados para revestir tomates no presente

estudo apresentaram tamanhos de goticulas superiores a 30 um, o que pode ser devido ao
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uso de homogeneizacdo de alta pressao que nao foi realizada a diferenca dos autores devido
a fraca adesdo que ocasionava nos revestimentos.

Considerando que o tomate é um fruto bastante suscetivel a deterioracdo por fungos
(MEENA et al., 2016), devido ao seu endocarpo macio e aos altos niveis de agua (RIZWANA
et al., 2021), o revestimento biodegradavel dos frutos tem sido visto como uma alternativa
vidvel para prevenir sua perda (PERALTA-RUIZ et al., 2020). Isso porque, a infeccdo de A.
alternata em tomates pode ocorrer durante o armazenamento a frio ou durante o
transporte, gerando o aparecimento de manchas pretas que impedem sua comercializacdo
e consumo (RIZWANA et al., 2021). O estudo de Peralta-Ruiz et al.,, (2020) relata que o
revestimento de quitosana e o dleo essencial de Ruta graveolens (a 1 e 1,5%) impediram o
apodrecimento de tomates "Chonto" baseados em resultados de observagdo visual e
apoiados pela ndo identificacdo de unidades formadoras de coldnias de fungos. apds 12 d
de armazenamento em baixas temperaturas de armazenamento. No entanto, ao contrario
de Peralta-Ruiz et al. (2020), o presente estudo identificou que o revestimento de tomates
com emulsdes formadoras de filme (EFF) a base de fécula de mandioca com éleo essencial
de C. citratus livre e a EFF contendo microparticulas sem éleo ndo tiveram atividade sobre o
patégeno, pois ndo foram favoraveis para proteger os frutos da acdo patogénica induzida
com base nos altos valores da drea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Ao
contrario do estudo mencionado anteriormente, no presente estudo foi induzida a
contaminacdo artificial do patdgeno A. alternata, permitindo sua infecdo nos frutos pela
ferida feita assepticamente como entrada direta de infec¢do. Essa diferenca também pode
ser resultado do armazenamento dos tomates em temperatura ambiente (25 °C), ao
contrario do estudo de Peralta-Ruiz et al. (2020), que armazenaram os frutos a 14 °C, o que
poderia impedir que o 6leo essencial evaporasse facilmente e que o fungo o assimilasse para
seu crescimento. Somente o revestimento que continha o dleo essencial encapsulado em
microparticulas coacervadas foi eficaz de impedir o avanco necrético do patdgeno e de
cicatrizar o tecido lesionado pelo patégeno nos tomates. As concentracdes inibitérias (CIM)
do dleo essencial promissor em sua forma livre sobre os conidios do patégeno mostraram
ser um excelente guia para manter um resultado antifungico favoravel usando frutas, de
modo que o desenvolvimento de microparticulas em concentracdes fungicidas (CFM) do
derivado da planta possivelmente promete um resultado mais aprimorado. Esses resultados
sdo promissores, considerando o trabalho de Qin et al. (2022), que relataram que o diametro
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da lesdo causada por A. alternata foi maior em tomates desprendidos da planta estando em
condicGes de laboratodrio (43,44 mm) do que naqueles testados in situ na planta (33,63 mm).

Consequentemente, além de causar um impacto destrutivo na estrutura e na
aparéncia do tomate que afeta sua comercializacdo, a infeccdo por A. alternata pode reduzir
os niveis de componentes nutricionais importantes do tomate. Por exemplo, Tiwari e
Upadhyay (2016) relataram que o conteudo de licopeno e carotenoides totais apresentou
uma reducdo colossal apds 96 h de infecgdo por A. alternara em tomates, com valores de
diminuicdo acima de 85 e 70%, respectivamente. Considerando que A. alternata entra no
tecido do fruto por meio de feridas ou aberturas naturais, os conidios do patdgeno pode
permanecer inativos por varios dias e, posteriormente, sua afetacdo no fruto sera observado
visualmente (RIZWANA et al., 2021), no qual seu controle desde o primeiro momento de
pos-colheita é imperativo. Por exemplo, Liet al. (2018) identificaram que a A. alternata causa
alteracdes quimicas na manga apos 3 d de incubacdo do patdogeno e somente apds 5 d
comecaram a ser observadas manchas necroéticas na fruta. Além disso, Meena et al. (2016),
destacam que o fungo netrotréfico de estudo, para atingir sua patogénese, desencadeia a
producdo de uma série de toxinas de tipo alternariol, entre elas, alternariol (AOH), éter
monometilico de alternariol (AME), altenueno (ALT), tentoxina (TEN) e o acido tenuazonico
(TeA). Qinetal. (2022) identificaram picos elevados na producdo de dcido tenuazénico (TeA)
e alternariol (AOH) (< 35.000 pg kg™ e < 2 ug kgt, respectivamente) apds 9 d depois de
inocular tomates no campo com 15 pl da suspensdo de A. alternata (1 x 10° conidios mL™?).
Dessa forma, é necessario evitar a contaminagdo dos frutos com tecnologias de protecdo
baseadas em derivados de plantas promissoras como o OECc, e assim evitar o impacto
estrutural e nutricional do fruto e evitar a producdo de micotoxinas que contaminam os
alimentos processados e podem afetar a salde do consumidor final. Essa capacidade de
producdo de micotoxinas deve ser testada em condicBes in vitro nas frutas por meio da
aplicacdo de revestimentos contendo microparticulas de alginato.300-gelatina tipo B
encapsulando o éleo OECc.

Ao contrario, as variacdes na perda de peso dos frutos, na textura por pungdo e nas
mudancas no pH, nos teores de solidos totais e na acidez da polpa dos frutos ndo levaram a
uma tendéncia ou diferenciagdo acentuada entre os diferentes grupos revestidos em relacdo
ao grupo nao revestido. No entanto, o grupo de tomates ndo tratados apresentou um indice
de maturacdo significativamente diferente entre o revestimento contendo particulas de
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0,50% OECc, dleo livre e o revestimento com particulas sem 6leo. O efeito reduzido dos
revestimentos sobre o metabolismo dos tomates pode ser devido ao fato de que o amido
de mandioca € relatado como suscetivel a umidade e tem uma baixa capacidade de barreira
contra o vapor de dgua (CAMATARI et al., 2018), portanto, a camada formada ndo interferiu
na troca gasosa normal dos frutos. De forma semelhante a este estudo, Ambarsari,
Oktaningrum e Endrasari (2018) relataram que o revestimento de amido de mandioca
incorporando acido citrico ndo afetou a perda de peso, a cor, o caroteno e o teor de vitamina
C dos tomates da variedade Martha, possivelmente devido as baixas concentracdes de
amido usadas (1 a 3% p/v). Os resultados fisico-quimicos apresentam uma série de
discrepancias que podem ser produto da heterogeneidade das amostras independentes,
embora tenham sido adquiridas nas mesmas instalagdes comerciais e tenham apresentado
caracteristicas visualmente semelhantes durante sua selecdo e agrupamento, elas podem
apresentar diferencas intrinsecas devido as condi¢cdes pedoldgicas, climaticas e técnicas de
diferentes culturas (Peralta-Ruiz et al., 2020). No entanto, os revestimentos que serviram de
matriz de carga para as microparticulas bioativas ou o éleo livre ndo afetaram negativamente
o processo de maturacdo. Portanto, investigar seu efeito com a adicdo de outros
biopolimeros, como a quitosana, aumentando o periodo de armazenamento e as
temperaturas, poderia otimizar o efeito dos revestimentos para a protecdo das frutas

(CAMATARI et al., 2018; PERALTA-RUIZ et al., 2020).

145



9. CONSIDERACOES FINAIS

9.1. CONCLUSOES DO ESTUDO 1

O Estudo 1 avaliou o efeito da forma livre e emulsificada dos éleos essenciais de
Annona acutiflora, Xylopia ochrantha, Cymbopogon citratus e cinamaldeido sobre o
desenvolvimento de conidios do fungo Thielaviopsis ethacetica, bem como seu efeito sobre
a carga micética e os parametros fisico-quimicos da banana ouro durante o armazenamento.
O potencial fungistatico detectado nos dleos essenciais de A. acutiflora e X. ochrantha sobre
T. ethacetica ndo foi totalmente promissor quando se comparou sua atividade com o déleo
essencial de C. citratus, um derivado com atividade fungica relatado anteriormente. A
caracterizacdo quimica dos dois 6leos essenciais de espécies endémicas do Parque Nacional
da Restinga de Jurubatiba que foram menos eficientes mostra uma predominancia de
sesquiterpenos hidrocarbonados em comparacdo com a riqueza de monoterpenos
oxigenados presentes no dleo essencial de C. citratus. Esse fato abre a possibilidade de testar
derivados de plantas ricos nessa classe de compostos oxigenados para desenvolver
bioprodutos mais eficazes contra o patdgeno da podriddo negra em frutas como a banana.

Por outro lado, a formulacdo de nanoemulsdo de baixa energia relatada na literatura
para os oleos essenciais de A. acutiflora e X. ochrantha mostrou-se viavel, pois foram
elaboradas nanoemulsGes com estabilidade cinética considerando tamanhos de goticulas
inferiores a 200 nm e indice de polidispersividade inferior a 0,3. Do ponto de vista
microbiolégico, as nanoemulsGes desses derivados ndo apresentaram resultados
promissores na inibicdo do conidio de T. ethacetica. Por isso foi necessario repensar a
estratégia de inibicdo desse patdgeno de dificil controle no campo.

A combinacdo do déleo essencial de A. acutiflora com cinamaldeido, um aldeido
reconhecido com propriedades antimicrobianas foi favoravel para a inibicdo do patégeno
em sua forma conidial, mas seu efeito ndo foi potencializado como inicialmente esperado.
Além disso, apenas o cinamaldeido em sua forma pura foi capaz de inibir o desenvolvimento
micelial do patdgeno estudado, enquanto as nanoemulsdes de cinamaldeido ou a
combinada com o dleo de A. acutiflora apenas retardaram sua disseminacdo na placa. Esse
fendmeno, somado ao que foi observado com o éleo de C. citratus, que foi favoravel contra

os conidios de T. ethacetica, mas inativo no desenvolvimento micelial do patdgeno,
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demonstra que ha uma especificidade na atividade antifungica dos derivados de plantas.
Portanto, é possivel que seja arriscado informar os valores de CIM considerando os
resultados de um Unico método de suscetibilidade (difusdo, micelial e microdilui¢cdo),
conforme observado na literatura atual. Esse fendmeno requer estudos aprofundados que
revelem caracteristicas intrinsecas em nivel celular sobre o efeito de derivados de plantas
que sdo substancias promissoras para o controle de patdgenos na forma conidial e micelial.

As emulsdes preparadas a partir do cinamaldeido ou em combinacdo com A.
acutiflora reduziram a carga fungica presente nas bananas armazenadas, o que representa
um efeito positivo que poderia abrir caminhos para o desenvolvimento de bioprodutos com
base nesses derivados de plantas. De acordo com a andlise instrumental de cor, textura, da
casca, bem como variagGes de pH, sélidos totais e acidez da polpa das bananas tratadas com
as emulsdes bioativas, estas ndo produziram efeito negativo sobre a vida Gtil de prateleira
dos frutos e ndo foram observados danos mecanicos ou biolégicos nas amostras analisadas.
Dessa forma, a incorporacdo dessas emulsdes em matrizes como revestimentos a base de
biopolimeros parece ser uma ferramenta promissora para aumentar o efeito antifungico dos

derivados em frutas tdo degradadas como a banana.

9.2. PERSPECTIVAS DO ESTUDO 1

Considerando as limitacBes experimentais e as propostas de aprimoramento dos

resultados do Estudo 1, sdo propostas as seguintes perspectivas de estudo.

e Elaborar uma formulagdo pelo método de baixa energia para nanoemulsionar o
cinamaldeido e o éleo essencial de A. acutiflora.

e Comparar o efeito antifingico das nanoemulsdes de cinamaldeido de baixa e alta
energia sobre Thielaviopsis ethacetica e outros fungos envolvidos no complexo
degradador da banana.

e Avaliar, por meio de ensaios bioguimicos e analise morfolégica, o mecanismo de agdo
das emulsdes de cinamaldeido e os dleos essenciais de espécies endémicas sobre

Thielaviopsis ethacetica.

147



e  Propor uma formulacdo de revestimento de biopolimeros eficientes e pouco explorados
para incorporar nanoemulsdes a base de cinamaldeido a serem aplicadas em bananas
ou outras frutas afetadas por fungos fitopatdgenos.

e Ampliar a bateria de testes fisicos e fisico-quimicos para monitorar a qualidade dos
frutos revestidos com as solucGes propostas.

e Desenvolver ensaios ecotoxicoldgicos e de citotoxicidade destes derivados vegetais

para avaliar sua seguranca no meio ambiente.

9.3. CONCLUSOES DO ESTUDO 2

O tomate é um dos alimentos agricolas com alto valor nutritivo cultivado em diferentes
regides do mundo, mas que, por sua vez, € altamente afetado em sua fase pds-colheita por
fungos degradadores, entre os quais se destaca a Alternaria alternata. Dessa forma, o
presente estudo buscou avaliar o efeito antifungico in vitro e in situ do éleo essencial de
Cymbopogon citratus para o controle do patégeno A. alternata tanto em testes de
suscetibilidade em placas quanto em tomate por meio de um teste de contaminacdo
artificial. Para isso, neste estudo visou encapsular o promissor 6leo essencial pela técnica de
coacervacdo complexa para evitar sua degradacdo e formulou-se uma matriz do tipo
revestimento para sua aplicacdo em frutos de tomate, a fim de avaliar seu efeito antifungico

e sobre a vida util dos frutos armazenados.

Inicialmente, a caracterizacdo quimica do 6leo essencial revelou que o fungo A.
alternata foi exposto a 3 compostos principais, neral, geranial e mirceno, identificando um
padrdo semelhante em derivados da mesma planta no territério brasileiro por meio da
revisdo da literatura. Em seguida, foram determinadas as condi¢des ideais para a
microencapsulacdo do éleo essencial por meio da realizacdo de estudos prévios, mas foi o
estudo detalhado da distribuicdo de cargas por meio do potencial zeta de cada polimero que
permitiu determinar o par ideal de polimeros de alginato.300-gelatina tipo B (ALG.300-GEb)
em uma proporgdo de 1:5 em um pH de 4,0 usando acido acético glacial como acidificante
(5% v/v) a uma temperatura relativamente constante de 45 °C para coacervagdo e um
periodo de decantacdo em um banho frio a 14 °C por 16 h. Dessa forma, pode-se verificar
gue a densidade de carga de cada biopolimero, o pH de coacervacdo, a proporcdo de

biopolimero, o acidificante usado e a viscosidade do biomaterial da parede influenciam
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drasticamente o complexo processo de coacervacdo. No sistema foi observado um
rendimento de coacervagao acima de 50% nas duas microparticulas sob o sistema mais
estavel, ao contrario do sistema alginato-gelatina b 1:4,5, que obteve um rendimento de
27,4% do processo. No entanto, a perda de derivados de plantas, bem como os rendimentos
de complexacdo, foram observados no sistema ideal deste estudo, de modo que a adicdo de
um novo surfactante e acidificante poderia ser uma estratégia de melhoria. No entanto, os
diferentes ajustes feitos em termos de material de parede, pH e propor¢des permitiram a
obtencdo de particulas com didmetros e distribuicdo menores e mais aceitdveis, bem como
uma morfologia mais circular. As microparticulas geradas tinham um diametro inferior a 100
um com uma distribuicdo inferior a 1,2. A presenca do 6leo essencial e do componente

principal citral foi verificada por testes de espectrometria e por cromatografia gasosa.

O encapsulamento do 6leo essencial em microparticulas coacervadas favoreceu a
atividade fungistatica e fungicida in vitro do derivado da planta sobre o patégeno. Foram
determinados CIM e CFM de 0,125% e 0,50% (v/v) para o 6leo OECc livre em A. alternata,
enquanto a forma encapsulada demonstrou atividade fungistatica e fungicida em
concentragBes mais baixas com valores de CIM e CFM de 0,03125. % e 0,0625%,

respectivamente.

A partir de pré-testes, foi possivel formular emulsdes formadoras de filme a base de
fécula de mandioca, glicerol, Tween 80 e o derivado vegetal bioativo que permitiu revestir e
aderir completamente a fruta com base na coloracdo com iodo. Em contraste com o
tamanho da gota, a densidade relativa e a viscosidade aparente das emulsdes formadoras
de filme estavam dentro da faixa descrita por outros autores que prepararam formulacdes

a base de quitosana.

Com base no teste de avaliacdo antifungica in situ, estimulando a infeccdo por
Alternaria alternata em tomates sob condicBes controladas de temperatura e umidade,
identificou-se que que os revestimentos de amido de mandioca contendo microparticulas
com o 6leo OECc a 0,50 e 0,25% impediram o desenvolvimento necrdtico de A. alternata e
geraram um efeito de cura na ferida criada artificialmente nos tomates. Em contraste, o
revestimento a base de 6leo essencial livre (0,25%) e o revestimento com particulas sem
oleo estimularam o fungo levando a geracdo de danos necroticos externos e internos ao

tomate, um efeito muito menor nos tomates ndo revestidos que ndo apresentavam uma
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fonte de carbono adicional (amido de mandioca). Portanto, a adicdo de um biopolimero,
como a quitosana, com atividade antifungica intrinseca, possibilitou aumentar o efeito dos

revestimentos nos frutos.

J& a bateria de testes fisico-quimicos nos tomates revestidos e armazenados por 9
dias a uma temperatura de 25 °C revelou que o revestimento a base de fécula de mandioca
ndo alterou nem gerou tendéncia de diferenca entre esses e os frutos ndo revestidos em
relacdo a perda de peso, textura, pH, solidos sollveis totais e acidez total da polpa do fruto.
Entretanto, devido a aspectos da relacdo das coordenadas cromaticas a*/b*, os frutos ndo
revestidos aos 9 dias de incubacdo apresentaram a coloracdo adequada para
comercializagcdo, enquanto para os frutos revestidos essa coloracdo foi ligeiramente
retardada. Além disso, com base na relagdo entre o conteudo de sélidos soluveis totais e a
acidez total, foi demonstrado que os frutos do controle apresentaram um indice de
amadurecimento significativamente maior do que os grupos revestidos pelas solugdes
formadoras de filme formuladas no presente estudo. Portanto, isso revela o potencial dos
revestimentos para melhorar a qualidade da vida util dos frutos, além de seu potencial

antimicrobiano que impede sua degradacdo por fungos devastadores, como A. alternata.

9.4. PERSPECTIVAS DO ESTUDO 2

As seguintes propostas de estudo poderiam ser realizadas a partir desta tese a fim de

aprimorar os resultados obtidos.

e Avaliar o efeito sobre a morfologia microscépica do fungo A. alternata e outros
envolvidos no complexo de infeccdo em tomates para determinar os mecanismos de agdo
do dleo essencial promissor.

e Realizar um estudo utilizando a ferramenta design de experimentos (DOE) de forma a
melhorar o desempenho do conservante com polimeros existentes ou novos.

e Determinar a eficiéncia do encapsulamento de forma quantitativa e demonstrar quais
fatores fisico-quimicos tém o maior efeito no processo de encapsulamento.

e Testar a capacidade fungica do 6leo essencial promissor em outros patdgenos envolvidos

no complexo de infeccdo do tomate na fase pds-colheita.
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e Implementar estudos sobre a combinacdo de biopolimeros para a formulacdo de
revestimentos que sejam mais dificeis de serem degradados por fungos.

e Avaliar o efeito do dleo essencial promissor sobre o efeito da producdo de micotoxinas
por A. alternata em condicdes in vitro e em frutos.

e Avaliar a ecotoxicidade e a citotoxicidade das microparticulas e dos revestimentos

produzidos.
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11.APENDICES

Apéndice A - Producdo cientifica do discente de doutorado

O Quadro Al mostra a relagdo de produgdes cientificas publicadas e em fase de redagdo e edigdo, das quais o autor deste projeto de doutorado pode participar durante seu doutoramento. A participacdo

nessas publica¢des foi possivel gragas ao apoio financeiro da CAPES por meio da concessdo de uma bolsa de doutorado.

Quadro Al: Relagdo de publicagdes do autor

Produgdo cientifica publicada
No. Titulo da publicagdo Revista / Editorial Qualis CAPES | Identificagdo Data da publicagdo
/Fator de impacto
(FI)
1. What do we know about the utilization of the | Journal of Environmental | A1/Fl: 7,4 https://doi.org/10.1016/j.jece.2020.103941 Agosto/2020
Sargassum species as biosorbents of trace | Chemical Engineering / Elsevier
metals in Brazil?
2. Preliminary Diagnostic of the Tourist Potential | Tourism Planning & Development | A2 / Fl: 2,1 https://doi.org/10.1080/21568316.2020.1837227 Outubro/2020
of a Heritage Town in Colombia / Routledge
3. Antifungal potential and biosafety of native | Cleaner Engineering and | FI: 5,3 https://doi.org/10.1016/j.clet.2022.100493 Junho/ 2022
plants from the Brazilian Restinga ecosystem Technology / Elsevier
4. Glimpsing the chemical composition and the | Food Control / Elsevier Al/Fl: 5,6 https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2022.109501 Abril/2023
potential of Myrtaceae plant extracts against
the food spoilage fungus Thielaviopsis
ethacetica
5. Green Nanobioinsecticide of a Brazilian | Sustainable Chemistry and | A3/FI:5,5 https://doi.org/10.1016/j.scp.2023.100992 Maio/2023
endemic plant for the Aedes aegypti control Pharmacy / Elsevier
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https://doi.org/10.1080/21568316.2020.1837227
https://doi.org/10.1016/j.clet.2022.100493
https://doi.org/10.1016/j.scp.2023.100992

6. Capitulo de livro: Neomitranthes obscura (DC.) | Livro: Em: Rocha, L. Ruppelt, M., | N/A ISBN: 978-85-68126-11-0. Setembro/2023
N. Silveira Santos, M. (Coords), Plantas da
restinga - fitoquimica e atividade
bioldgica. (12 ed, p. 133-139). Rio
de Janeiro: Projeto Cultural
7. Indigenous fungi with the ability to biodegrade | Environmental Pollution / Elsevier | A1/ Fl: 7,6 https://doi.org/10.1016/j.envpol.2024.124431 Julho/2024
hydrocarbons in diesel-contaminated soil are
isolated and selected wusing a simple
methodology

Publicacoes em redagdo e edicdo para submisséo

N° Titulo da publicagdo Revista pretendida para submissdo
8. In vitro and in situ effect of emulsified natural and synthetic volatile plant derivatives on phytopathogenic banana fungus Postharvest Biology and Technology
9. Impact of Cymbopogon citratus essential oil microencapsulated by complex coacervation and incorporated in cassava starch-based coatings on the action | Food Research International
of the pathogen causing black spot in tomato and the shelf life of the fruit.
10. Essential oils from South America as product biorational alternatives for controlling plant fungi pathogen: a scoping review Innovative Food Science & Emerging Technologies
11. Microencapsulation of essential oils by complex coacervation. In: Prata, A. S. and Kurozawa, L. E. (Ed.), Encapsulation Methods by using Biopolymers. SpringerProtocols: Methods and Protocols in Food
Science (MeFS). (Em revisGo pelas editoras).
12. The potential of Brazilian and Colombian species from the Myrtaceae and Lauraceae families to control fungi of agricultural, veterinary and clinical interest: | International Journal of Biological Macromolecules

a systematic review
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https://doi.org/10.1016/j.envpol.2024.124431

Apéndice B

Resultados preliminares extraidos do Relatério de Workshop do PPBI, periodo de 2021-01.

Quadro 2 apresenta o resultado preliminar do ensaio de microdiluicdo testado 6 dleos essenciais contra o fungo Thielaviopsis ethacetica. Os 6leos

essenciais testados foram extraidos de material vegetal procedente do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ) e faziam parte do estoque de éleos

essenciais do Laboratério de Tecnologia de Produtos Naturais (LTPN/FFUFF) no ano 2021.

Quadro 2 - Avaliagdo da atividade antifungica dos 6leos essenciais contra T. ethacetica

Tratamentos
T18 T13 Ti4 T17 T16 T8 TI1 | T12 JcvCcE

Concentragao |

2.5 pl/mb
1,25 pL/mL
0.62 p/mL
| 031 pumL
0.16 pL/mL
| 0.08pLimL
| 0.04 pmL |

0.02 yimb

Escala de cor Pogos sem crescimento Pocgos com crescimento

Oleos esséncias T18: A acutifiora; T13: M. amazonica, T14: M. floribunda; T17: X
ochrantha, T16. O. puichella; T8: P. spicatus. Controles - T11: itraconazol (20 pg/mL), T12:
0,01% Tween 80; CV: controle de viabilidade (branco); CE: Controle de estenlidade
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Figura 11 apresenta o resultado das placas de Petri que continham discos de micélio do fungo Thielaviopsis ethacetica que foram expostos a meio
nutritivo de batata agar dextrose (BDA) misturado com os dleos essenciais das plantas Annona acutiflora, Myrcia amazonica, Myrciaria floribunda, Xylopia
ochrantha, Ocotea pulchella, e Pilocarpus spicatus na concentracéo de 2,5 uL/mL. De acordo ao resultado, o fungo na forma de micélio vegetativo ndo foi

susceptivel a nenhum dos déleos essenciais, e inclusive, na presenca do antifiingico itraconazol, o fungo foi capaz de crescer.

A B

Figura 11. Placas com crescimento micelial exposto a dleos esséncias (A) @ aos controles

Itraconazol, Tween 80 e branco (placa sem tratamento (B)

Com a finalidade de explorar a atividade fungistatica dos dleos inicialmente testados contra Thielaviopsis ethacetica, decidiu-se testar estes contra
outros fungos disponiveis no Laboratério de Tecnologia Microbiana (LTM/FF/UFF). Os éleos esséncias extraidos de folhas das plantas Annona acutiflora (Aa),
Eugenia sulcata (Es), Myrcia amazonica (Ma), Ocotea pulchella (Op) e Xylopia ochrantha (Xo) foram testados por microdiluicdo contra os patdgenos Fusarium
guttiforme, guttiforme, Aspergillus niger e Aspergillus flavus na concentracdo de 1 x 10° conidios/mL. Os 6leos esséncias e o controle solvente de DMSO 5%
(CS) foram testados nas concentragdes: 30 pL/mL (C1), 15 pL /mL (C2), 7,5 pub/mL (C3) e 3,75 uL /mL (C4). O controle positivo de inibicdo usando dois
antifdngicos, cetoconazol (Cet) e Itraconazol (Itr) foram testados nas concentracdes 10 ug/mL (C1), 5 ug/mL(C2), 2,5 pug/mL (C3) e 1,25 pg/mL (C4). uL/mL.
As microplacas foram reveladas com resazurina 0,01% apds 72 h de incubacgdo. A resazurina é um indicador redox que permite detectar a viabilidade celular

por meio da mudanca de cor roxo a rosa.
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Quadro 3. Atividade fungicida de dleos essenciais sobre A, niger, A fiavus e F. guttiforme

Funga fitapatogénice Fusarivm guttiforme
Escals de avaliagio antifingica

T/e ha B Ma Dp Pe Yo Cot e [3
Scnmsmm:samumdadamub&n

o
BB
cal

B

Fungo fitapatogénice Funge fitopatagénice Aspergilus flavus

8 fa & Mo Op Ps Yo Cat W IS e ja & Ma Oy Ps Yo Tst #r CS B

o I o l .
) )
03 03
V) 04

Aa: dleo essencial de Annona acutiflora, Es: 6leo essencial de Eugenia sulcata, Ma: éleo essencial de Myrcia amazonica, (Op): éleo essencial de Ocotea

.se:n crescimento @ com atividade metzbdbies
Crescimento micekal

(rescimento micekal & esporulagic

pulchella (Op), Xo: éleo essencial de Xylopia ochrantha, Cet: cetaconazol; itr: itraconazole; CS: controle de solvente; B: branco — crescimento fungico normal.

C1: 30 pb/mL, C2: 15 pL /mL, C3: 7,5 puL/mL (C3) e C4: 3,75 uL /mL.
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Apéndice C

Metodologia inicial de revestimentos a base de fécula de mandioca

Os revestimentos foram preparados de adaptando procedimentos de Bashir et al. (2023) e Batista et al. (2020). Uma solucdo dispersante foi preparada a
base de fécula de mandioca 2,25% (National Frigex Ingredion) em 300 mL de agua milli-Q estéril sob agitacdo a 80 °C durante 12 min para atingir a
gelatinizacdo completa. Apds resfriamento da solugdo a 40 °C, foi adicionado 0,75% de glicerol como plastificante e agitado por 30 min. Adicionou-se 10 g
de microparticulas (ALG:GE) /100 mL de solucdo dispersante e se manteve em agitacdo magnética por 12 min a 30 °C. A solucdo dispersante foi
homogeneizada no homogeneizador Ultra Turrax a temperatura ambiente por 5 min a 8000 rpm. Para esgotar as bolhas de ar produzidas durante a
homogeneizacdo, a emulsdo foi deixada a temperatura ambiente por 15 min. A mistura resultante foi levada ao banho sonicador por 20 min para minimizar

o tamanho das gotas.

Referéncias

BASHIR, Omar, et al. Development, characterization and use of rosemary essential oil loaded water-chestnut starch based nanoemulsion coatings for

enhancing post-harvest quality of apples var. Golden delicious. Current Research in Food Science, 2023, vol. 7, p. 100570.

Batista, D., V. S.; Reis, R. C., Almeida, J. M., Rezende, B., Braganca, C. A. D., & da Silva, F. Edible coatings in post-harvest papaya: impact on physical-chemical

and sensory characteristics. Journal of Food Science and Technology, 2020, vol. 57, p. 274-281.
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Apéndice D

Cromatograma da analise quimica dos 6leos essenciais de Annona acutiflora (a) e Xylopia ochrantha (b)

939,831

L f

T

100

b)

350
min

1,652,051

350
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Apéndice E

Quadro E1 — Analises estatisticas dos dados de percentagem antifungica dos dleos essenciais de A. acutiflora e X. ochrantha contra T. ethacetica

Tabela analisada

Atividade antiflingica dos 6leos A. acutiflora e X. ochrantha contra T. ethacetica

ANOVA bidirecional

Alfa 0,05

Fonte de variagdo % da variagdo total Valor P Resumo do valor de P Significativo?

Interacdo 10,69 0,0448 * Sim

Concentragao 17,90 0,0008 HEX Sim

Tratamento 45,83 <0,0001 KA Sim

Tabela da ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) Valor P
Interacao 2098 4 524,4 F(4,27)=2,819|P=0,0448
Concentragao 3513 2 1756 F(2,27)=9,442|P=0,0008
Tratamento 8995 2 4497 F(2,27)=24,18 |P<0,0001
Residual 5022 27 186,0

Ndmero de comparagdes por familia 2

Alfa 0,05

Teste de comparagGes multiplas de[Diferengas de média Intervalo de confianga de 95% da|Significativo? Resumo Valor P ajustado
Dunnett diferenga,

DMSO vs. OEAa -38,52 -51,52 to -25,53 Sim ok Ak <0,0001
DMSO vs. OEXo -22,62 -35,61t0-9,627 Sim ok 0,0008
Ndmero de comparagdes por familia 2

Alfa 0,05
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Quadro E2 - Anadlises estatisticas dos dados de percentagem antifungica de nanoemulsdes de dleos essenciais de A. acutiflora e X. ochrantha contra T.

ethacetica
Table Analyzed Atividade antifungica das nanoemulsdes contra T. ethacetica
ANOVA bidirecional Comum
Alpha 0,05
Fonte de variagao % da variagdo|Valor P Resumo do valor de P Significativo?
total
Interacdo 1,479 0,9300 ns Nao
Concentragao 1,522 0,6521 ns Nao
Nanoemulsdo 49,70 <0,0001 Hokkk Sim
Tabela da ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) Valor P
Interacdo 189,9 4 47,49 F (4,27)=0,2111[P=0,9300
Concentragao 195,4 2 97,72 F(2,27)=0,4344|P=0,6521
Nanoemulsdo 6383 2 3191 F(2,27)=14,19 |P<0,0001
Residual 6074 27 2249

Comparar as médias das colunas

(efeito da coluna principal)

Numero de familias

Ndmero de comparagdes por
familia

2

Alfa

0,05

Teste de comparagbes multiplas
de Dunnett

Diferencgas
média

de

Intervalo de confianca de 95% da
diferenca,

Significativo?

Resumo

Valor P ajustado
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B-NE vs. NE OEAa -30,51

-44,80 to -16,22

Sim

* % % %

<0,0001

B-NE vs. NE OEXo -25,24

-39,53 to -10,95

Sim

* % %

0,0006

Quadro E3 - Analises estatisticas do ensaio micelial testando as emulses contra T. ethacetica.

Teste de Kruskal-Wallis

Valor de P

0,025

Valor P exato ou aproximado?

Exato

Resumo do valor P

*

As medianas variam de forma significativa? (P < 0.05)?

Sim

Numero de grupos

3

Estatistica de Kruskal-Wallis

6,161

Resumo dos dados

NuUmero de tratamentos (colunas)

Numero de valores (total)

Teste de distribuigdo normal

Teste de Shapiro-Wilk

W

0,7791

0,8032

Invalid input data

Valor de p

0,0656

0,1222

Passou no teste de normalidade (alfa=0,05)?

Sim

Sim

Resumo do valor P

ns

ns

NUmero de valores

Numero de familias

Ndmero de comparagdes por familia

Alfa

0,05
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Diferenca de

Teste de comparagdes multiplas de Dunn e .- Significativo? Resumo Valor P ajustado
classificagdo média

E-AaCin vs. E-Cin -1,667 Ndo ns >0,9999

E-AaCin vs. Cin-p -5,333 Sim * 0,0458

E-Cin vs. Cin-p -3,667 Nao ns 0,2861
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Apéndice F

Quadro F1 — Analises estatisticas dos dados da microbiota fungica em bananas

Teste ANOVA de Brown-Forsythe

F* (DFn, DFd) 152,0 (3,000, 1,614)
Valor de P 0,0148

Resumo do valor de P *

Diferenca significativa entre as médias (P < 0,05)? Sim

Teste ANOVA de Welch

W (DFn, DFd) 106,1 (3,000, 1,941)

Valor de P 0,0105

Resumo do valor de p *

Diferenca significativa entre as médias (P < 0,05)? Sim

Numero de familias 1

Numero de comparacdes por familia 3

Alfa 0,05

Teste de comparagGes mdltiplas de Dunnett | Diferencas | Intervalo de confianca | Significativo? Resumo Valor P ajustado
de média |de 95% da diferenga,

Grupo 4 vs. Grupo 1 -0,3389 -6,518 t0 5,840 Nao ns 0,9982

Grupo 4 vs. Grupo 2 2,051 -4,128 t0 8,230 Nao ns 0,7518

Grupo 4 vs. Grupo 3 -2,014 -8,193 to 4,164 Nao ns 0,7612

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).

Apéndice G
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Andlise estatistica da cor instrumental de bananas tratadas com emulsdes.

Quadro G1 — ANOVA bidirecional e comparac¢des multiplas de dados de coordenadas L* de banana

ANOVA bidirecional Comum Quadro 1: Cor_L* Banana
Alfa 0,05
Fonte de variagdo % of total variation |P value P value summary | Significant?
Interacdo 1,624 0,7903 ns Nao
Tempo de estocagem 42,76 <0,0001 Hokokk Sim
Grupo 2,632 0,1737 ns N3o
Tabela ANOVA SS (Type lll) DF MS F (DFn, DFd) P value
Interacdo 96,72 6 16,12 F(6,96) =0,5221 P=0,7903
Tempo de estocagem 2547 1273 F(2,96)=41,25 P<0,0001
Grupo 156,8 52,26 F(3,96)=1,693 P=0,1737
Residuo 2964 96 30,87
Nome do teste de normalidade | Estatisticas Valor P Passou no teste de | Resumo do valor P

normalidade

(alfa=0,05)?
Anderson-Darling (A2*) 0,732 0,0548 Sim ns
Comparagdes miultiplas: Dentro de cada linha, compare as colunas (efeitos simples dentro das linhas)
Teste de comparagoes | Diferencgas de média | Intervalo de confianga de | Significativo? Resumo Valor P ajustado
multiplas de Dunnett 95% da diferencga
Dia O
Grupo 4 vs. Grupo 1 3,977 -2,787 t0 10,74 N3do ns 0,346
Grupo 4 vs. Grupo 2 1,651 -5,113t0 8,415 N3do ns 0,8721
Grupo 4 vs. Grupo 3 1,999 -4,765 to0 8,763 N3do ns 0,8
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Dia 5

Grupo 4 vs. Grupo 1 2,049 -4,715 to0 8,813 Ndo ns 0,7888
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,2217 -6,542 to 6,986 Ndo ns 0,9996
Grupo 4 vs. Grupo 3 1,553 -5,211t0 8,317 Ndo ns 0,8901
Dia 10

Grupo 4 vs. Grupo 1 2,528 -4,236t0 9,292 N3do ns 0,6743
Grupo 4 vs. Grupo 2 1,598 -5,166 to 8,362 N3do ns 0,8819
Grupo 4 vs. Grupo 3 5,986 -0,7775t0 12,75 N3do ns 0,093
*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).
Quadro G2 — ANOVA bidirecional e comparagdes muiltiplas de dados de coordenadas a* de banana

ANOVA bidirecional Comum Quadro 1: Cor_a* Banana

Alfa 0,05

Fonte de variagdo % da variagdo total Valor P Resumo do valor de | Significativo?

P

Interacao 0,2019 0,925 ns Nao

Tempo de estocagem | 84,41 <0,0001 Rl Sim

Grupos 0,07329 0,8735 ns Nao

Tabela ANOVA SS (Type Il1) DF MS F (DFn, DFd) Valor P
Interagdo 14,54 6 2,423 F (6, 96) =0,3203 P=0,9250
Tempo de estocagem | 6080 2 3040 F(2,96)=401,7 P<0,0001
Grupos 5,278 3 1,759 F(3,96)=0,2325 P=0,8735
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Residual

726,4

96

7,567

Comparag¢oes multiplas: Dentro de cada linha, compara as colunas (efeitos simples dentro das linhas)

Numero de familias 3

Numero de comparacdes por familia 3

Alfa 0,05

Teste de comparagdes | Diferengas de média Intervalo de confianga | Significativo? Resumo Valor P ajustado
multiplas de Dunnett de 95% da diferenga

Dia 0

Grupo 4 vs. Grupo 1 0,824 -2,525t04,173 Nao ns 0,8696
Grupo 4 vs. Grupo 2 1,091 -2,258 t0 4,440 N3do ns 0,7529
Grupo 4 vs. Grupo 3 0,283 -3,066 to 3,632 N3do ns 0,993
Dia 5

Grupo 4 vs. Grupo 1 -0,614 -3,963 to 2,735 Ndo ns 0,9384
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,049 -3,300 to 3,398 N3do ns >0,9999
Grupo 4 vs. Grupo 3 0,158 -3,191 to 3,507 Ndo ns 0,9988
Dia 10

Grupo 4 vs. Grupo 1 -0,114 -3,463 to 3,235 Ndo ns 0,9995
Grupo 4 vs. Grupo 2 -0,228 -3,577t0 3,121 N3do ns 0,9963
Grupo 4 vs. Grupo 3 -1,306 -4,655 to 2,043 Ndo ns 0,6472

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).

Quadro G3 — ANOVA bidirecional e compara¢des multiplas de dados de coordenadas b* de banana

ANOVA bidirecional

Comum

Tabela analizada

‘ Cor_b* banana
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Alfa

0,05

Fonte de variagdo % da variagdo total Valor P Resumo do valor de P | Significativo?
Interagao 1,932 0,8751 ns Ndo
Tempo de estocagem 19,43 <0,0001 kA K Sim
Grupo 1,298 0,6545 ns Ndo
Tabela ANOVA SS (Type Il1) DF MS F (DFn, DFd) P value
Interacao 147,9 24,65 F (6, 96) =0,4035 P=0,8751
Tempo de estocagem 1488 744 F(2,96)=12,18 P<0,0001
Grupo 99,4 33,13 F(3,96)=0,5423 P=0,6545
Residual 5866 96 61,1
Comparagdes multiplas: Dentro de cada linha, compara as colunas (efeitos simples dentro das linhas)
Teste de comparagoes | Diferencas de média Intervalo  de | Significativo? Resumo Valor p
multiplas de Dunnett confianga de ajustado
95% da
diferenca
Dia 0
Grupo 4 vs. Grupo 1 3,029 -6,487 to 12,54 | Nao ns 0,7648
Grupo 4 vs. Grupo 2 7,017 -2,499 to 16,53 | Ndo ns 0,1884
Grupo 4 vs. Grupo 3 2,81 -6,706 to 12,33 | Ndo ns 0,8004
Dia 5
Grupo 4 vs. Grupo 1 2,047 -7,469 to 11,56 | Nao ns 0,9067
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,577 -8,939 to 10,09 | Nao ns 0,9974
Grupo 4 vs. Grupo 3 1,674 -7,842 to 11,19 | Nao ns 0,9449
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Dia 10

Grupo 4 vs. Grupo 1 1,915 -7,601to 11,43 | Nao ns 0,9214
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,837 -8,679 to 10,35 | Nao ns 0,9922
Grupo 4 vs. Grupo 3 0,084 -9,432 t0 9,600 | Nao ns >(0,9999
*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05)
Quadro G4 - ANOVA bidirecional e comparacdes multiplas de dados do croma C* das bananas

ANOVA bidirecional Comum Alfa 0,05

Fonte de variagdo % da variagdo total Valor P Resumo do valor de P | Significativo?

Interacao 2,062 0,8639 ns N3do

Tempo de estocagem 17,37 <0,0001 A K Sim

Grupo 1,29 0,6655 ns Ndo

Tabela ANOVA SS (Type Il1) DF MS F (DFn, DFd) P value
Interacdo 154,7 25,78 F(6,96)=0,4203 |P=0,8639
Tempo de estocagem 1303 651,6 F(2,96)=10,62 P<0,0001
Grupo 96,77 32,26 F(3,96)=0,5259 |P=0,6655
Residual 5889 96 61,34

Normalidade de residuais

Nome do teste Estatistica Valor P Passou no teste de|Resumodovalorp

normalidade
(alfa=0,05)?
Anderson-Darling (A2*) 0,6148 0,1071 Sim ns

Comparag0Oes multiplas: Dentro de cada linha, compare as colunas (efeitos simples dentro das linhas)
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Teste de comparagdes Diferengas de |Intervalo de confianga | Significativo? Resumo Valor P
multiplas de Dunnett média de 95% da diferenca ajustado
Dia 0

Grupo 4 vs. Grupo 1 2,886 -6,648 t0 12,42 Nao ns 0,7891
Grupo 4 vs. Grupo 2 7,06 -2,474 t0 16,59 Nao ns 0,1859
Grupo 4 vs. Grupo 3 2,92 -6,614 to0 12,45 Nao ns 0,7836
Dia 5

Grupo 4 vs. Grupo 1 1,901 -7,633t0 11,43 N3do ns 0,9233
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,561 -8,973 to0 10,09 N3do ns 0,9976
Grupo 4 vs. Grupo 3 1,673 -7,861t0 11,21 Ndo ns 0,9453
Dia 10

Grupo 4 vs. Grupo 1 1,85 -7,684t0 11,38 N3do ns 0,9285
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,7737 -8,760 to 10,31 Ndo ns 0,9938
Grupo 4 vs. Grupo 3 -0,2133 -9,747 t0 9,321 N3do ns >0,9999

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05)

Quadro G5 — ANOVA bidirecional e comparag¢des multiplas de dados da tonalidade “Hue das bananas

ANOVA bidirecional

Comum

Cor_Hue_bananas

Alfa

0,05

Fonte de variagdo % da variagdo total |Valor P Resumo do valor de | Significativo?
P
Interagao 1,894 0,2145 ns N3o
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Tempo de estocagem | 71,52 <0,0001 Hokk K Sim

Grupos 0,9469 0,2414 ns Nao

ANOVA table SS (Type Il1) DF MS F (DFn, DFd) P value

Interagdo 33,54 5,59 F(6,96)=1,421 P=0,2145

Tempo de estocagem | 1267 633,4 F(2,96)=161,0 P<0,0001

Grupos 16,77 5,59 F(3,96)=1,421 P=0,2414

Residual 377,6 96 3,934

ComparagOes multiplas: Dentro de cada linha, compare as colunas (efeitos simples dentro das linhas)

Teste de comparagdes | Diferengas de | Intervalo de confianga de | Significativo? Resumo Valor p
multiplas de Dunnett | média 95% da diferenga ajustado
Dia O

Grupo 4 vs. Grupo 1 1,55 -0,8647 to 3,964 Ndo ns 0,2814
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,06067 -2,354t0 2,475 N3do ns 0,9999
Grupo 4 vs. Grupo 3 -1,197 -3,612to0 1,217 Ndo ns 0,4758
Dia 5

Grupo 4 vs. Grupo 1 0,9297 -1,485 to 3,344 Ndo ns 0,6555
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,1857 -2,229 to 2,600 N3do ns 0,9947
Grupo 4 vs. Grupo 3 0,1717 -2,243 to 2,586 Ndo ns 0,9958
Dia 10

Grupo 4 vs. Grupo 1 0,413 -2,001 to 2,827 Ndo ns 0,9489
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,258 -2,156t0 2,672 N3do ns 0,9864
Grupo 4 vs. Grupo 3 1,248 -1,166 to 3,662 Ndo ns 0,4442
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*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05)

Quadro G6 - ANOVA bidirecional de dados da diferenca total de cor das bananas

Resumo da ANOVA

F 0,8873
Valor de P 0,4582
Resumo do valor de P ns
Diferenca significativa entre as médias (P < 0,05)? Nao
Quadrado R 0,07679

Brown-Forsythe test

F (DFn, DFd)

0,8426 (3, 32)

Valor de P 0,4807
Resumo do valor de P ns

Os DPs sdo significativamente diferentes (P < 0,05)? Nao
Bartlett's test

Estatistica de Bartlett (corrigida) 2,754
Valor de P 0,4312
Resumo do valor P ns

Os DPs sdo significativamente diferentes (P < 0,05)? Ndo

Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Tratamento (entre | 75,21 3 25,07 F(3,32)=0,8873 P=0,4582
colunas)

Residual (dentro das|904,2 32 28,26

colunas)
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(distance)

Total 979,4 35
Normalidade dos residuos
Nome do toste Estatistica Valor P Passou no teste de | Resumo do P valor
normalidade
(alfa=0,05)?
Anderson-Darling (A2*) | 0,2556 0,7068 Sim ns
D'Agostino-Pearson 0,8353 0,6586 Sim ns
omnibus (K2)
Shapiro-Wilk (W) 0,9808 0,7732 Sim ns
Kolmogorov-Smirnov 0,1114 0,1 Sim ns

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).

Apéndice H
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Quadro H1 - Analise estatistica de dados da textura da banana pelo ensaio de pungdo

Teste de distribuicdo normal

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Teste de Shapiro-Wilk
W 0,8975 0,9142 0,8388 0,8777
Valor de p 0,3777 0,4324 0,2109 0,3176
Passou no teste de normalidade|Sim Sim Sim Sim
(alfa=0,05)?
Resumo do valor de P ns ns ns ns
Tabela analisada Textura_Banana
ANOVA bidirecional Comum
Alfa 0,05
Fonte de variagdo % da variac¢do total | P valor Resumo do valor P Significativo?
Interagdo 0,4239 0,4333 ns Nao
Tempo de estocagem 84,74 <0,0001 Hokkx Sim
Grupo de banana 0,278 0,2761 ns N3o
Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interagdo 143,6 6 23,93 F (6,204)=0,9897 |P=0,4333
Tempo de estocagem 28702 2 14351 F(2,204)=593,5 |P<0,0001
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Grupo de bananas 94,18 3 31,39 F(3,204)=1,298 |P=0,2761
Residual 4933 204 24,18

Numero de familias 3

Numero de comparacdes por familia 3

Alfa 0,05

Teste de comparagBes multiplas de | Diferengas de | Intervalo de confianga de | Significativo? Resumo Valor P ajustado
Dunnett média 95% da diferenca

Dia 0

Grupo 4 vs. Grupo 1 -3,53 -7,409 to 0,3497 Nao ns 0,0835
Grupo 4 vs. Grupo 2 -2,691 -6,571t0 1,188 Nao ns 0,2405
Grupo 4 vs. Grupo 3 -0,8739 -4,753 to 3,006 Nao ns 0,9112
Dia 5

Grupo 4 vs. Grupo 1 -1,247 -5,126 to 2,632 N3o ns 0,7877
Grupo 4 vs. Grupo 2 -2,201 -6,080to0 1,679 Nao ns 0,3967
Grupo 4 vs. Grupo 3 0,01202 -3,867 to 3,891 Nao ns >0,9999
Dia 10

Grupo 4 vs. Grupo 1 0,322 -3,557t0 4,201 N3o ns 0,9947
Grupo 4 vs. Grupo 2 -0,1449 -4,024 to 3,735 Nao ns 0,9995
Grupo 4 vs. Grupo 3 -1,476 -5,355t0 2,404 Nao ns 0,6948

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).
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Quadro H2 - Analise estatistica de dados da diferenca inicial e final da textura da banana pelo ensaio de punc¢do

Test for normal distribution

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Teste de Anderson-Darling
A2* 1,394 0,3132 0,2577 0,2456
Valor de p 0,0009 0,517 0,6771 0,7198
Passou no teste de normalidade |N&o Sim Sim Sim
(alfa=0,05)?
Resumo do valor P *kk ns ns ns
Teste de Shapiro-Wilk
wW 0,7897 0,9472 0,9655 0,9701
Valor de p 0,0011 0,3835 0,7108 0,8001
Passou no teste de normalidade |N3o Sim Sim Sim
(alfa=0,05)?
Resumo do valor P ** ns ns ns
NUmero de valores 18 18 18 18

Tabela analizada

Diferencial de textura de bananas

Teste de Kruskal-Wallis

Valor de P

0,032

Valor P exato ou aproximado?

Approximate
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Resumo do valor P *

As medianas variam de forma significativa? (P < 0.05)? Sim

Numero de grupos 4

Estatistica de Kruskal-Wallis 8,806

Resumo dos dados

Numero de tratamentos (colunas) 4

Numero de valores (total) 72

Numero de familias 1

Numero de comparacdes por familia 3

Alfa 0,05

Resumo dos dados

Teste de comparagBes multiplas de | Diferengca média | Significativo? Resumo Valor P ajustado
Dunn de classificagdo

Grupo 4 vs. Grupo 1 -9,389 N3do ns 0,5347
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,5556 N3do ns >0,9999
Grupo 4 vs. Grupo 3 11,28 Nao ns 0,3176
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Apéndice |

Quadro |1 - Analise estatistica de dados da variacdo dos sélidos sollveis totais das bananas tratadas com emulsGes

Teste de Kruskal-Wallis

Valor de P 0,2020
Valor P exato ou aproximado? aproximado
Resumo do valor P ns

As medianas variam de forma significativa? (P < 0.05)? Nao
Numero de grupos 4
Estatistica de Kruskal-Wallis 4,618
Resumo dos dados

Numero de tratamentos (colunas) 4

Numero de valores (total) 36
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Apéndice J

Quadro J1 - Analise estatistica de dados da variacdo do pH da polpa das bananas tratadas com emulséo

ANOVA bidirecional Comum

Alfa 0,05

Fonte de variagao % da variagdo total |P valor Resumo do valor P [Significativo?

Interacdo 4,106 0,4778 ns Nao

Tempo de estocagem 20,09 <0,0001 Hokkk Sim

Grupo de bananas 5,087 0,0820 ns Nado

Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value

Interacao 0,5618 6 0,09363 F (6, 96) = 0,9290|P=0,4778

Tempo de estocagem 2,748 1,374 F(2,96)=13,63 |P<0,0001

Grupo da banana 0,6960 3 0,2320 F (3, 96) =2,302 |P=0,0820

Residuo 9,675 96 0,1008

Em cada linha, compare as colunas (efeitos simples dentro das linhas)

Numero de familias 3

Numero de comparagdes por familia 3

Alfa 0,05

Teste de comparagdes multiplas de Dunnett|Diferen¢as de média|lntervalo de confianca de 95%  (Significativo? Resumo Valor P ajustado
da diferenca

Dia 0

Grupo 4 vs. Grupo 1 0,004444 -0,3528 t0 0,3617 Nao ns >(0,9999

Grupo 4 vs. Grupo2 -0,2267 -0,5839 t0 0,1305 Nao ns 0,3038

Grupo 4 vs. Grupo 3 -0,06000 -0,4172 t0 0,2972 Nao ns 0,9587

Dia 5
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Grupo 4 vs. Grupo 1 -0,07333 -0,4305 to 0,2839 Ndo ns 0,9287
Grupo 4 vs. Grupo?2 -0,05222 -0,4094 to 0,3050 Ndo ns 0,9720
Grupo 4 vs. Grupo 3 -0,1256 -0,4828 t0 0,2317 Nao ns 0,7370
Dia 10

Grupo 4 vs. Grupo 1 -0,3778 -0,7350 to -0,02056 Sim * 0,0355
Grupo 4 vs. Grupo?2 -0,3833 -0,7405 to -0,02612 Sim * 0,0322
Grupo 4 vs. Grupo 3 -0,2556 -0,6128 t0 0,1017 Nao ns 0,2160

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).

Apéndice K
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Quadro K1 — Analise estatistica de dados da variagdo da acidez titulavel da polpa das bananas tratadas com emulsdo

ANOVA bidirecional

Alfa 0,05
Fonte de variagdo % da variagdo total P valor Resumo do valor P|Significativo?
Interacdo 7,927 0,0018 *x Sim
Tempo de estocagem 56,59 <0,0001 o Sim
Grupo da banana 2,403 0,0797 ns Nao
Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) Valor P
Interacdo 0,2358 6 0,03931 F (6, 96) = 3,835|P=0,0018
Tempo de estocagem 1,684 2 0,8419 F (2, 96) =82,13|P<0,0001
Grupo da banana 0,07149 3 0,02383 F (3, 96) = 2,325|P=0,0797
Residuo 0,9840 96 0,01025
Teste de comparagdes multiplas de Dunnett  |Diferencas de média Intervalo de confianga [Significativo? Resumo Valor P ajustado
de 95% da diferenca
Dia 0
Grupo 4 vs. Grupo 1 -0,2477 -0,3616 to -0,1337 Sim HAk K <0,0001
Grupo 4 vs. Grupo 2 -0,1208 -0,2347 to -0,006861 Sim * 0,0349
Grupo 4 vs. Grupo 3 -0,1056 -0,2195 to 0,008362 N3o ns 0,0758
Dia 5
Grupo 4 vs. Grupo 1 0,03333 -0,08058 t0 0,1473 Nao ns 0,8259
Grupo 4 vs. Grupo 2 -0,04622 -0,1601 to 0,06769 Nao ns 0,6482
Grupo 4 vs. Grupo 3 -0,0008889 -0,1148 t0 0,1130 Nao ns >0,9999
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Dia 10

Grupo 4 vs. Grupo 1 0,009556 -0,1044 t0 0,1235 Nao ns 0,9944
Grupo 4 vs. Grupo 2 0,003111 -0,1108 t0 0,1170 Nao ns 0,9999
Grupo 4 vs. Grupo 3 0,004889 -0,1090 t0 0,1188 Nao ns 0,9992

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).
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Quadro L1 — Analise estatistica de dados do indice de maturacdo das bananas tratadas com emulsao

ANOVA bidirecional

Alfa

0,05

Fonte de variagdo % da variagdo total P valor Resumo do valor P Significativo?

Interacdo 3,552 0,0952 ns Nao

Tempo de estocagem 64,29 <0,0001 A Sim

Grupo da banana 1,638 0,1686 ns N3o

Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) Valor P
Interagdo 881,6 6 146,9 F(6,96)=1,862 P=0,0952
Tempo de estocagem 15955 2 7978 F(2,96)=101,1 P<0,0001
Grupo da banana 406,4 3 135,5 F(3,96)=1,717 P=0,1686
Residuo 7575 96 78,91

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).
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Figura M1: Cromatograma da anélise quimica por CG-EM/DIC do d6leo essencial de Cymbopogon citratus
1,424,467 | ©
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Quadro N1: Area sob a curva da progressdo da doenca (AACPD) pinta preta em tomate causada artificialmente com esporos do fungo Alternaria alternata.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Linha de base 0 0 0 0 0
Area total 128,1 119,7 217,6 193,6 169,6
Erro padrdo 6,348 10,33 25,69 21,84 13,60
Intervalo de confianca de 95% 115,6 to 140,5 99,48 to 140,0 167,2 to 267,9 150,8 to 236,4 143,0to 196,3
Area de pico total 128,1 119,7 217,6 193,6 169,6
Erro padrdo 6,348 10,33 25,69 21,84 13,60

Intervalo de confianga de 95%

115,6 to 140,5

99,48 to 140,0

167,2 to 267,9

150,8 to 236,4

143,0 to 196,3

Numero de picos 1 1 1 1 1
Pico 1

Primeiro X 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ultimo X 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Pico X 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
PicoY 15,77 14,31 35,10 22,93 21,58
Area 128,1 119,7 217,6 193,6 169,6
Erro padrao 6,348 10,33 25,69 21,84 13,60

Intervalo de confianga de 95%

115,6 to 140,5

99,48 to 140,0

167,2 to 267,9

150,8 to 236,4

143,0t0 196,3

%Area

100,0

100,0

100,0

100,0

100,0
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Quadro O1: Analise estatistica de dados da perda de peso de tomates revestidos

Teste de Shapiro-Wilk Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 3 Grupo 5
W 0,7762 0,9635 0,7717 0,9682 0,8060
Valor de p 0,0355 0,8319 0,0322 0,8798 0,0666
Passou no teste de normalidade (alfa=0,05)? Nao Sim Nao Sim Sim
Resumo do valor P * ns * ns ns
Teste Kruskal-Wallis

Valor de P 0,7113

Valor P exato ou aproximado? Aproximado

Resumo do valor P ns

As medianas variam de forma significativa? (P < 0.05)? Nao

Numero de grupos 5

Estatistica de Kruskal-Wallis 2,133
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Quadro P1: ANOVA bidirecional e comparaces multiplas de dados de coordenadas L* de tomates revestidos independentes durante armazenamento

ANOVA bidirecional

Alfa 0,05

Fonte de variagao % da variagdo total |P valor Resumo do valor P Significativo?

Interacdo 14,28 0,0002 wAx Sim

Tempo de estocagem 27,01 <0,0001 Hokk K Sim

Grupo de tomates/revestimento (2,647 0,1150 ns Nao

Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interagdo 761,7 12 63,47 F (12, 160) = 3,395 P=0,0002
Tempo de estocagem 1441 3 480,2 F (3, 160) = 25,69 P<0,0001
Grupos 141,2 4 35,30 F (4, 160) = 1,888 P=0,1150
Residuo 2991 160 18,69

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).

Quadro P2: ANOVA bidirecional e comparagdes multiplas de dados de coordenadas a* de tomates revestidos independentes durante armazenamento

ANOVA bidirecional

Alfa 0,05

Fonte de variagao % da variagdo total P valor Resumo do valor P Significativo?
Interacdo 6,317 0,0063 *x Sim

Tempo de estocagem 54,81 <0,0001 Hokkk Sim

Grupo de tomates/revestimento 4,233 0,0010 Hokk Sim

Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) |P value
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Interacao 1855 12 154,6 F (12, 160) = |P=0,0063
2,431

Tempo de estocagem 16095 3 5365 F(3,160) = |P<0,0001
84,39

Grupo de tomates /revestimento 1243 4 310,7 F (4, 160) = |P=0,0010
4,888

Residuo 10172 160 63,58

Teste de comparagbes multiplas de

Diferengas de

Intervalo de confianga de 95%

Significativo?

Resumo

Valor P ajustado

Dunnett média da diferenca

Dia 0

Grupo 5vs. Grupo 1 0,000 -9,271t09,271 Nao ns >0,9999
Grupo 5 vs. Grupo 2 -0,3667 -9,638 to 8,904 Nao ns 0,9999
Grupo 5 vs. Grupo 3 0,9667 -8,304 to0 10,24 Nao ns 0,9970
Grupo 5vs. Grupo 4 1,333 -7,938 to 10,60 N3o ns 0,9899
Dia 3

Grupo 5vs. Grupo 1 -0,6444 -9,916 to 8,627 N3o ns 0,9992
Grupo 5 vs. Grupo 2 6,933 -2,338 t0 16,20 Nao ns 0,2015
Grupo 5 vs. Grupo 3 8,478 -0,7934 t0 17,75 N3o ns 0,0836
Grupo 5vs. Grupo 4 6,389 -2,882 to 15,66 Nao ns 0,2643
Dia 6

Grupo 5vs. Grupo 1 6,189 -3,082 to 15,46 Nao ns 0,2906
Grupo 5 vs. Grupo 2 2,400 -6,871to 11,67 Nao ns 0,9196
Grupo 5 vs. Grupo 3 -4,978 -14,25 t0 4,293 Nao ns 0,4828
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Grupo 5 vs. Grupo 4 5,656 -3,616 to 14,93 Nao ns 0,3684
Dia 9

Grupo 5vs. Grupo 1 11,32 2,051 to 20,59 Sim * 0,0110
Grupo 5 vs. Grupo 2 11,29 2,018 to 20,56 Sim * 0,0113
Grupo 5 vs. Grupo 3 6,667 -2,604 to 15,94 Nao ns 0,2308
Grupo 5 vs. Grupo 4 18,56 9,284 to 27,83 Sim *kkk <0,0001

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).

Quadro P3: ANOVA bidirecional e comparages multiplas de dados de coordenadas b* de tomates revestidos independentes durante armazenamento

ANOVA bidirecional

Alfa 0,05

Fonte de variagao % da variagdo total P valor Resumo do valor P Significativo?

Interagao 4 592 0,4125 ns Ndo

Tempo de estocagem 34,89 <0,0001 Hokkk Sim

Grupo de tomates/revestimento|1,809 0,2992 ns N3do

Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interacdo 217,0 12 18,08 F (12, 160) =1,043 P=0,4125
Tempo de estocagem 1648 3 549,4 F (3, 160) = 31,69 P<0,0001
Grupo 85,48 4 21,37 F(4,160)=1,233 P=0,2992
Residuo 2774 160 17,34

213




Apéndice Q

Quadro Q1: ANOVA bidirecional e comparac6es multiplas de dados de textura de tomates revestidos independentes durante armazenamento

ANOVA bidirecional

Alfa

0,05

Resumo do valor

Fonte de variagao % da variacdo total |P valor p Significativo?
Interacdo 7,406 0,0013 *k Sim
Tempo de estocagem 14,69 <0,0001 kK Sim
Grupo de tomates 3,362 0,0051 *k Sim
Tabela ANOVA SS (Type 1l1) DF MS F (DFn, DFd) P value

. F(12,334)=
Interagao 316,3 12 26,35 P=0,0013

2,769

Tempo de estocagem 627,3 3 209,1 F(3,334)=21,97|P<0,0001
Grupo de tomates/revestimento 143,6 4 35,89 F(4,334)=3,771|P=0,0051
Residuo 3179 334 9,518
Teste de comparagdes multiplas de Diferengas de Intervalo de confianga de 95% da Significativo? Resumo Valor P
Dunnett média diferenga ajustado
Dia 0
Grupo 5vs. Grupo 1 0,5550 -2,273 to 3,383 Nao ns 0,9703
Grupo 5 vs. Grupo 2 0,1167 -2,412 to 2,646 N3o ns 0,9998
Grupo 5 vs. Grupo 3 -0,9722 -3,501 to 1,557 Nao ns 0,7556
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Grupo 5 vs. Grupo 4 1,062 -1,467 to 3,591 Nao ns 0,6958
Dia 3

Grupo 5vs. Grupo 1 0,2010 -2,322t0 2,724 Nado ns 0,9989
Grupo 5 vs. Grupo 2 -0,4556 -2,979 to 2,068 Nao ns 0,9772
Grupo 5 vs. Grupo 3 -0,7669 -3,290 to 1,756 Nao ns 0,8699
Grupo 5vs. Grupo 4 -0,4833 -3,007 to 2,040 Nao ns 0,9717
Dia 6

Grupo 5vs. Grupo 1 -0,2825 -2,806 to 2,241 Nao ns 0,9961
Grupo 5 vs. Grupo 2 -0,3567 -2,880 to 2,167 Nao ns 0,9907
Grupo 5 vs. Grupo 3 0,7751 -1,748 to 3,298 Nao ns 0,8657
Grupo 5 vs. Grupo 4 -0,5033 -3,027 to 2,020 Nao ns 0,9675
Dia 9

Grupo 5vs. Grupo 1 -0,7408 -3,264 to 1,783 N3o ns 0,8828
Grupo 5 vs. Grupo 2 -3,396 -5,920 to -0,8728 Sim *x 0,0040
Grupo 5 vs. Grupo 3 -5,914 -8,437 to -3,390 Sim oAk <0,0001
Grupo 5vs. Grupo 4 -2,622 -5,145 to -0,09836 Sim * 0,0389

*SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: Soma média dos quadrados; ns: ndo significativo (p < 0,05).
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Apéndice R

Quadro R1: ANOVA bidirecional e comparac¢des multiplas de dados do pH da polpa de tomates revestidos independentes durante seu armazenamento

% da variagdo total P valor Resumo do valor P [Significativo?
Fonte de variacao 16,99 <0,0001 Kok kK Sim
Interacdo 51,98 <0,0001 kA E Sim
Tempo de estocagem 8,656 <0,0001 Hok kK Sim
Grupo de tomates 6,908 0,1151 ns Ndo
Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P valor
Interagdo 0,3005 12 0,02504 F(12,120)=10,99 P<0,0001
Tempo de estocagem 0,9192 0,3064 F(2,826,113,1) =134,5 [P<0,0001
Grupo de tomates/revestimento 0,1531 4 0,03826 F(4,40)=12,53 P<0,0001
Residuo 0,1222 40 0,003054 F (40, 120) = 1,340 P=0,1151
0,2734 120 0,002279
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Apéndice S

Quadro S1: ANOVA bidirecional e comparac¢des multiplas de dados de SST da polpa de tomates revestidos independentes durante seu armazenamento

Resumo do valor

Fonte de variagao % da variagao total |P valor p Significativo?

Interacdo 7,917 0,0399 * Sim

Tempo de estocagem 12,55 <0,0001 Hokkk Sim

Grupo de tomates 23,49 <0,0001 oAk Sim

Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value

Interagdo 1,101 12 0,09174 F(12,160) = P=0,0399
1,883

Tempo de estocagem 1,746 3 0,5819 F (3, 160) = 11,95 |P<0,0001

Grupo de tomates/revestimento 3,266 4 0,8164 F (4, 160) = 16,76 |P<0,0001

Residuo 7,793 160 0,04871

Teste de comparagdes multiplas de Diferengas de Intervalo de confianga de 95% da Significativo? Resumo Valor P

Dunnett média diferenca ajustado

Grupo 5vs. Grupo 1 0,2778 0,1495 to 0,4061 Sim oAk <0,0001

Grupo 5 vs. Grupo 2 -0,06111 -0,1894 to 0,06720 Nao ns 0,5870

Grupo 5 vs. Grupo 3 -0,09722 -0,2255 to 0,03109 N3o ns 0,1922

Grupo 5 vs. Grupo 4 0,1000 -0,02831t0 0,2283 N3o ns 0,1727
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Quadro T1: ANOVA bidirecional e compara¢des multiplas de dados de acidez total da polpa de tomates revestidos independentes durante seu

armazenamento

Fonte de variagdo % da variagdo total P valor Resumo do valor P Significativo?

Interacdo 26,02 <0,0001  [**** Sim

Tempo de estocagem 14,53 <0,0001  |**** Sim

Grupo de tomates/revestimento 1,182 0,5197 ns Nao

Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interacdo 0,3997 12 0,03331 F (12, 160) = 5,953 |P<0,0001
Tempo de estocagem 0,2233 3 0,07442 F(3,160)=13,30 |P<0,0001
Grupo de tomates/revestimento 0,01816 4 0,004540 F (4, 160) =0,8112 |P=0,5197
Residuo 0,8953 160 0,005596
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Quadro U1: ANOVA bidirecional e comparaces multiplas de dados do indice de maturacdo de tomates revestidos independentes durante seu

armazenamento

% da variagdo

Fonte de variacao total P valor Resumo do valor P Significativo?

Interacdo 20,83 <0,0001 Hokkk Sim

Tempo de estocagem 16,96 <0,0001 Hokkk Sim

Grupo de tomates/revestimento 1,959 0,2721 ns Nado

Tabela ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value

Interacio 80,62 12 6,718 F(12,260)= |5 1 6001
4,609

Tempo de estocagem 65,65 3 21,88 F(3,160) = P<0,0001
15,01

Grupo de tomates/revestimento 7,584 4 1,896 i (3461160) - P=0,2721

Residuo 233,2 160 1,458

Teste de comparagdes multiplas de  |Diferencgas de Intervalo de confianga de 95% da Significativo? Resumo Valor P

Dunnett média diferenca ajustado

Dia 0

Grupo 5vs. Grupo 1 -0,5970 -2,001 to 0,8069 N3o ns 0,6770

Grupo 5 vs. Grupo 2 -0,2684 -1,672to0 1,135 Nao ns 0,9713

Grupo 5 vs. Grupo 3 -0,5579 -1,962 to 0,8459 N3o ns 0,7248

Grupo 5vs. Grupo 4 -0,9813 -2,385t00,4225 Nao ns 0,2529

Dia 3
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Grupo 5vs. Grupo 1 1,191 -0,2130 to 2,595 Nao ns 0,1208
Grupo 5 vs. Grupo 2 1,558 0,1545 to 2,962 Sim * 0,0243
Grupo 5 vs. Grupo 3 1,355 -0,04883 to 2,759 Nao ns 0,0619
Grupo 5 vs. Grupo 4 1,491 0,08706 to 2,895 Sim * 0,0336
Dia 6

Grupo 5vs. Grupo 1 -1,492 -2,896 to -0,08817 Sim * 0,0334
Grupo 5 vs. Grupo 2 -2,505 -3,909 to -1,101 Sim *kkk <0,0001
Grupo 5 vs. Grupo 3 -1,916 -3,320to0 -0,5120 Sim *x 0,0036
Grupo 5 vs. Grupo 4 -0,4172 -1,821 to 0,9866 Nao ns 0,8763
Dia 9

Grupo 5 vs. Grupo 1 2,405 1,001 to 3,809 Sim *kk 0,0002
Grupo 5 vs. Grupo 2 1,196 -0,2080 to 2,600 Nao ns 0,1185
Grupo 5 vs. Grupo 3 1,535 0,1316 to 2,939 Sim * 0,0272
Grupo 5 vs. Grupo 4 1,897 0,4931 to 3,301 Sim *x 0,0040
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