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RESUMO

ROCHA NETO, A. C. Aplicacido de dleos essenciais em embalagens
bioativas para o controle do bolor azul (Penicillium expansum) em
frutos de maca. Florianopolis; 2018. [Tese de Doutorado — Programa
de Pos-graduagdo em Biotecnologia e Biociéncias da UFSC].

O bolor azul causado por P. expansum € a principal doenca no pos-
colheita de macas, resultando na perda da qualidade e quantidade dos
frutos armazenados. Os 0Oleos essenciais (OEs) podem ser utilizados para
o manejo do bolor azul desde que métodos de encapsulamento e de
aplicacdo sejam utilizados. Este trabalho objetivou avaliar o efeito dos
OEs: anis estrelado (/llicium verum), arvore-cha (Melaleuca alternifolia),
e palmarosa (Cymbopogon martinii) no desenvolvimento do fitopatégeno
e da doenga, visando a protecdo dos frutos de mag¢ad cv. Fuji, além de
elucidar os mecanismos de ag@o pelo qual os OEs atuam, e encapsular e
desenvolver uma embalagem bioativa capaz de controlar o bolor azul. In
vitro, a germinacdo dos esporos de P. expansum foi completamente
inibida quando os OEs foram utilizados a concentragdo de 250 ppm, apds
4 horas de fumigagdo e contato. Observou-se um aumento linear na
liberagdo de espécies reativas de acido tiobarbiturico (ATB), e no
extravasamento de DNA, glicose e proteinas soliiveis g de micélio apds a
exposi¢ao deste por até 6 horas. Tais resultados corroboraram os obtidos
por ensaios de fluorescéncia, onde se evidenciaram danos dos OEs
associados 2 membrana plasmatica do fungo sem, por outro lado, afetar
sua parede celular ou gerar espécies reativas de oxigénio intracelulares.
Quando aplicados em caixas contendo macas, a volatilizagdo dos dleos
essenciais ndo promoveu controle significativo do bolor azul. Com isto, os
OEs foram encapsulados em B-ciclodextrinas (B-CD), o processo de
encapsulamento otimizado visando o aumento de sua atividade
antimicrobiana, ¢ avaliada a liberacdo controlada dos OEs ao meio. Os
complexos de inclusdo (ICs) formados entre as B-CD e os OEs foram
caracterizados fisico-quimicamente, e a liberagdo dos OEs a partir das B-
CD mensurada em diferentes condigdes de temperatura e umidade. Os ICs
obtidos foram associados as embalagens feitas de PET, visando a
obtencdo de uma embalagem bioativa. Os ICs apresentaram alto potencial
antimicrobiano, inibindo o desenvolvimento in vitro de colonias de P.
expansum. Quando associados as embalagens, observou-se um atraso no
crescimento € o desenvolvimento do fungo nos frutos de maca, criando
uma atmosfera inadequada pela liberagdo dos OEs ao ambiente,
diminuindo a senescéncia dos frutos de macga a partir do etileno e de sua



respiragdo. Nas caracteristicas fisico-quimicas dos frutos, os OEs
promoveram a manutencao da massa, dos teores de sélidos soluveis, da
acidez titulavel e pH, além da firmeza de polpa das macas, observando-se
valores proximos aqueles encontrados no inicio do experimento ou nos
frutos utilizados como testemunhas. Os resultados deste trabalho
demonstram pela primeira vez a eficiéncia dos OEs selecionados em
controlar o bolor azul, a partir de danos ocasionados & membrana
plasmatica, sendo capazes de promover a manutengdo das caracteristicas
fisico-quimicas dos frutos. Ademais, as embalagens bioativas associadas
aos ICs apresentados neste estudo demonstram a possibilidade de se
utilizar comercialmente este sistema contra diversos patdgenos.

Palavras-chave: B-ciclodextrinas. Anis estrelado. Complexos de
inclusdo. Controle alternativo. Maca. Melaleuca. Palmarosa. Penicillium
expansum. Oleos essenciais.



ABSTRACT

ROCHA NETO, A. C. Application of essential oils into bioactive
packages for the control of blue mold (Penicillium expansum) in
apple fruits. Florianopolis, 2018. [Doctoral Thesis - Graduate Program
in Biotechnology and Bioscience of UFSC].

The blue mold caused by P. expansum is the major disease in apple's
postharvest, resulting in the loss of quality, and quantity of the stored
fruits. Essential oils (OEs) can be used to handle blue mold if different
methods such encapsulation and different packages are used. The
objective of this work was to evaluate the effects of the OEs of star
anise, melaleuca and palmarosa on the development of the
phytopathogen and the disease, aiming to protect the apples from cv.
Fuji against the blue mold, elucidating the mechanisms of action by
which OEs could act against it, and also to encapsulate and develop a
bioactive package capable of controlling the blue mold. /n vitro, the
germination of P. expansum spores was completely inhibited when the
OEs were used at 250 ppm, after 4 hours of fumigation and contact.
There was an increase in the release of reactive thiobarbituric acid
(ATB) species, and also the extravasation of DNA, glucose and proteins
from the mycelium after the fungus was exposed to the OEs for up to 6
hours. These results corroborated those obtained by fluorescence assays,
in which the OEs damage were associated with the damages on the
plasma membrane of the fungus, without affecting its cell wall or
generating intracellular reactive oxygen species. In situ, the OEs did not
present relevant antimicrobial effects against the fungus. Thus, the OEs
were encapsulated in B-cyclodextrins (3-CD), the encapsulation process
optimized aiming to increasing their antimicrobial activity and evaluated
the controlled release of OEs to the medium. The formed inclusion
complexes (ICs) were physicochemical characterized, and the release of
OEs from the B-CD measured under different temperature and humidity
conditions. The obtained ICs were associated to the package made from
PET, and a bioactive package was developed. The ICs presented high
antimicrobial potential, inhibiting the development of P. expansum
colonies in vitro. When the bioactive packages were used in situ, they
delayed the growth and development of the fungus on the fruits, creating
an inappropriate atmosphere by releasing the OEs to the environment,
reducing the fruits senescence by decreasing the ethylene concentration
and the apple's respiration. Regarding the physical-chemical
characteristics of the fruits, the OEs maintained their mass, soluble



solids contents, titratable acidity and pH, besides their firmness,
observing values close to those found at the beginning of the experiment
or in the fruits used as control. The results of this work demonstrate for
the first time the efficiency of the OEs selected in blue mold control,
due to damages caused to the plasma membrane, being able to promote
the maintenance of the physical-chemical characteristics of the fruits. In
addition, the bioactive packages associated to ICs demonstrate the
commercial usage of this system against several pathogens.

Keywords: B-cyclodextrin. Alternative control. Apple. Essential oils.
Inclusion complexes. Melaleuca. Palmarosa. Star anise.
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INTRODUCAO

Os frutos sdo alimentos de grande importancia a saide humana
devido ao seu alto valor nutricional, sendo excelente fonte de agua,
vitaminas, sais minerais, fibras e compostos bioativos. Mesmo com uma
crescente preocupagdo social acerca da saude e bem-estar, atualmente
um dos maiores desafios no ambito das cadeias produtivas de frutos ¢ a
ampliacao do consumo per capita da fruta in natura e de seus derivados.
Conforme indica a Organiza¢do Mundial da Satde, o consumo de frutos
in natura em paises em desenvolvimento como o Brasil ¢ estimado em
aproximadamente 57 kg de frutas/pessoa/ano, muito abaixo dos 146 kg
de frutas/pessoa/ano recomendados pela entidade (OMS, 2015).

Mesmo com um relativo baixo consumo per capita de frutas no
Brasil, a maga se destaca, chegando a um consumo médio proximo aos 7
kg pessoa/ano (IBGE, 2017), correspondendo a 12,28% do total de
frutos consumidos por ano pelos brasileiros. Em termos mundiais, esta
cultura também se destaca, atingindo um total de 85 milhdes de
toneladas produzidas em 2014, em uma éarea de aproximadamente 5
milhdes de hectares, sendo o segundo fruto mais consumido
mundialmente, e crescente também o seu volume vendido aos principais
centros consumidores mundiais (USDA, 2013). Neste cenario mundial
de produgdo de frutos de maca, de um total de noventa e cinco paises
produtores, vinte sdo responsaveis por aproximadamente 85 % da
producdo mundial. Nesta lista, o Brasil, que esteve na 9? colocagdo em
2011, aparece atualmente na 12% colocagdo (FAO, 2017), produzindo
um total de 1.254.191 toneladas do fruto na safra 2016/2017, onde o
estado de Santa Catarina foi responsavel por 50,89% do total da
producdo (IBGE, 2017).

No entanto, perdas decorrentes da acdo de patdogenos podem
ocorrer em todas as etapas da producdo dos frutos de maga, desde a
colheita ao armazenamento, passando pelos processos de embalagem e
distribuicdo (Gustavsson et al., 2011). Tais perdas poderiam ser evitadas
caso os diversos procedimentos adotados fossem bem executados,
diminuindo consideravelmente as perdas decorrentes por fitopatdégenos,
uma vez que fungos como o Penicillium expansum necessitam de
pequenos ferimentos na epiderme dos frutos ou de aberturas naturais,
como estomatos e lenticelas, para infecta-los (Filonow, 2005; Mondino
et al., 2009).

Nesse sentido, P. expansum destaca-se como um sério problema
no processo de armazenamento de magas, sendo um dos patdgenos mais
destrutivos desta cultura, capaz de esporular abundantemente e de se
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disseminar rapidamente, gerando grandes perdas as industrias de frutas
frescas e processadas (Sanzani et al., 2010). O problema se agrava neste
patossistema devido a produgdo de patulina pelo fungo, uma micotoxina
com potencial cancerigeno e mutagénico, capaz de causar sérios danos a
saude humana (Rocha et al., 2014). Por tais motivos, a utilizacdo de
fungicidas sintéticos continua sendo o principal método de controle do
fitopatégeno ao redor do mundo (Zhang et al., 2011), inclusive apds a
colheita, deixando residuos nos frutos ou mesmo na agua de lavagem
das industrias (Poulsen et al., 2009; Maxin et al., 2012). No Brasil,
produtos a base de imazalil e iprodiona sdo registrados no Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento para o controle da doenga. No
entanto, sua utilizacdo comercial ndo ¢ muito disseminada, dando lugar
a utilizacao do cloro ativo.

Com a crescente preocupacdo social acerca do meio ambiente e
da saude humana (Droby et al., 2009), somado as restrigdes impostas
por paises importadores (EMBRAPA, 2015), a selecdo de isolados
resistentes aos ingredientes ativos dos fungicidas utilizados (Weber &
Palm, 2010), e também as restrigdes ao armazenamento dos frutos no
Brasil (MAPA, 2013), novas estratégias para o controle do P. expansum
e da manuten¢do da qualidade dos frutos se fazem necessarias.

Desta forma, os oleos essenciais, compostos secundarios
produzidos pelas plantas, demonstram-se como uma promissora
alternativa, apresentando propriedades antissépticas, bactericidas,
fungicidas e medicinais, sendo comumente utilizados como aditivos em
alimentos, como sedativos, anti-inflamatdrios, anestésicos, etc. (Bakkali
et al, 2008). Além disso, sdo crescentes os estudos que relatam os
efeitos de oleos essenciais contra diversos patogenos de pods-colheita,
como Aspergillus niger (Stojkovic et al., 2011), Botrytis cinerea (Shao
et al., 2013), Colletotrichum gloeosporioides (Sellamuthu et al., 2013),
Penicillium digitatum (de Corato et al., 2010) e Rhizopus stolonifer
(Shao et al., 2013).

Contudo, a tecnologia associada a utilizacdo dos oOleos
essenciais para este fim tem se demonstrada limitada, ocorrendo
principalmente por meio da aplicagio de gotas em superficie,
controlando os fitopatogenos a partir da fumigagdo, o que torna sua
aplicacdo invidvel financeiramente e tecnicamente, visto sua
instabilidade quimica e rapida oxidagdo e volatilizacdo. Atualmente,
diversos trabalhos t&ém sido realizados visando transpor tais obstaculos,
como o encapsulamento dos dleos essenciais ou de seus compostos em
ciclodextrinas, quitosanas e lipossomos (Gong et al., 2016; Ran et al.,
2016), o aprisionamento em redes poliméricas por meio de
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electrospinning (Kayaci et al., 2014), e, ainda, o desenvolvimento de
embalagens bioativas, com a utilizacdo dos 6leos essenciais associados
ou ndo aos compostos anteriormente citados (Almenar et al., 2009). No
entanto, até o momento, poucos trabalhos foram desenvolvidos visando
a utilizagdo dessas tecnologias para a cultura da mac¢a, ndo havendo
alguma prontamente disponivel aos diferentes setores da cadeia
produtiva.

Nesse sentido, este trabalho buscou encapsular junto a
polimeros biodegradaveis oleos essenciais que possuem propriedades
antimicrobianas contra o patdégeno P. expansum, formando complexos
de inclusdo com polissacarideos que possibilitem uma gradual liberagdo
dos compostos presentes nos oOleos essenciais em prototipos de
embalagens bioativas, de modo a reduzir a incidéncia e a severidade do
bolor azul em frutos de maga, sem alterar suas caracteristicas fisico-
quimicas.

A presente tese foi dividida em 4 capitulos, sendo 3 capitulos
escritos em forma de resumos expandidos (Capitulos 2, 3 e 4) devido as
questdes de direitos autorais reservadas as revistas cientificas, estando
em consonancia com a legislagao vigente.

Capitulo 1 — introduz o leitor ao patossistema trabalhado, bem
como as formas de controle utilizadas, as condigdes do ambiente
necessarias ao desenvolvimento do P. expansum, e também as medidas
de controle alternativo hoje pesquisadas.

Capitulo 2 — foi elaborado de forma resumida, contendo os
resultados e discussdo submetidos ao International Journal of Food
Microbiology referentes a atividade antifingica in vitro e in situ dos
Oleos essenciais de palmarosa, arvore cha e anis estrelado, bem como
seus possiveis mecanismos de acao.

Capitulo 3 — foi redigido resumidamente com base nos fatores
que afetam a eficiéncia de aprisionamento das beta(l3)-ciclodextrinas (B3-
CD) e os seus efeitos na formacao de complexos de inclusdo contendo
Oleos essenciais, resultados previamente publicados na Food
Hydrocolloids.

Capitulo 4 — foi escrito de forma resumida com base nos
resultados obtidos pela utilizacdo das embalagens bioativas de fundo
duplo contendo complexos de inclusdo formados contra o bolor azul in
situ e in vitro. Os resultados deste capitulo foram submetidos a revista
Food Chemistry.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Produzir embalagens plasticas (PET) bioativas contendo 6leos
essenciais micro encapsulados em beta ciclodextrinas com
caracteristicas antimicrobianas capazes de atuar como veiculos aos 6leos
essenciais associados, possibilitando a liberacdo gradual dos compostos
ao meio, visando o controle do bolor azul no pés-colheita da maca.

Objetivos Especificos

e Seclecionar diferentes Oleos essenciais com atividades
antimicrobianas contra P. expansum ¢ determinar 0s
mecanismos de acdo envolvidos;

e Determinar a influéncia dos 6leos essenciais selecionados sobre
a severidade e incidéncia de P. expansum em frutos de maca;

e Obter encapsulados biopoliméricos utilizando B-CD
compativeis aos 0leos essenciais selecionados;

e Comparar a eficiéncia de encapsulamento dos diferentes 6leos
essenciais selecionados em 3-CD em diferentes condicdes;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas (térmicas,
morfoldgicas, cinética de liberacdo, dentre outras) dos
complexos de inclusdo (ICp e ICsa) obtidos;

e Produzir ao menos uma embalagem bioativa capaz de inibir o
desenvolvimento de P. expansum em frutos de maga;

e Determinar os pardmetros fisico-quimicos como acidez
titulavel, firmeza de polpa, perda de massa, pH e so6lidos
soluveis totais dos frutos armazenados em embalagens
bioativas;
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HIPOTESES

e Os Oleos essenciais de anis estrelado, melaleuca e
palmarosa apresentam atividades antimicrobianas contra P.
expansum, reduzindo a incidéncia e a severidade do bolor
azul em frutos de maca;

e Por serem sistemas complexos, devido aos seus diferentes
compostos, os 6leos essenciais de anis estrelado, melaleuca
e palmarosa apresentam diferentes mecanismos de agdo
contra P. expansumi

e Os oleos essenciais podem ser encapsulados em B-CD de
modo mais eficiente, formando complexos de inclusdo com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas;

e Podem ser desenvolvidas embalagens bioativas capazes de
reduzir a incidéncia e a severidade do bolor azul em frutos
de macd, sem alterar as caracteristicas fisico-quimicas dos
frutos.
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CAPITULO 1 — CARACTERIZACAO DO PATOSSISTEMA E
MEDIDAS DE CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS

1. A Cultura da Macieira
1.1. Aspectos historicos, botanicos e fisiologicos da maga

A macieira Malus domestica Borkh. apresenta como centro de
origem a regido entre o Caucaso ao leste da China. Sua domesticagdo
foi, possivelmente, iniciada com os gregos, sendo apenas amplamente
difundida no Império Romano. Atualmente mais de 7 mil variedades de
macds cultivadas, mas apenas cerca de 40 possuem importincia
economica (Bleicher, 2002).

A macieira ¢ uma planta da ordem Rosales, familia Rosaceae e
subfamilia Maloideae, com cerca de 100 géneros e mais de 2000
espécies espalhadas por todo o mundo. Esta cultura ¢ assim
caracterizada devido a presenga de um receptaculo profundo em forma
de taga, cujas paredes inferiores se unem aos carpelos, que por sua vez
unem-se entre si. Seu fruto ¢ caracterizado botanicamente como um
pomo, sendo constituido por um receptaculo carnudo e desenvolvido
que envolve os ovarios do endocarpo coridceo, com uma Unica semente.
As arvores sdo lenhosas, adaptadas ao clima temperado, de folhas
simples, alternadas e caducas, com flores hermafroditas de cores brancas
ou rosas (Luchi, 2002).

Comercialmente para o cultivo da macieira diversos fatores
devem ser levados em consideracdo, tais como temperatura, umidade
relativa, vento, pluviosidade, insolagdo, tipos de solo, topografia, entre
outros. Dentre eles, a temperatura ¢ o fator mais relevante, ndo apenas
por influenciar diretamente no periodo de dorméncia da planta, mas
também na fase do seu crescimento vegetativo. Assim, as temperaturas
de inverno, primavera e verdo sdo de extrema importincia, ja que
influenciardo diretamente o desenvolvimento da cultura. Com isto, sabe-
se que temperaturas proximas aos 20 ‘C durante o periodo vegetativo
sdo indispensaveis ao estabelecimento de ciclo normal das plantas. No
entanto, quando ndo ha frio suficiente para o processo de quebra de
dorméncia nas plantas, a concentragdo dos inibidores de crescimento ¢
mantida e a frutificagdo ocorre de modo desuniforme, havendo a
necessidade do uso complementar de métodos artificiais, como a
utilizacdo de oleo mineral associado a cianamida hidrogenada (Petri,
2002).
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Em termos de produgcdo mundial, a cultura da macieira se
destaca, sendo o segundo fruto mais produzido e consumido ao redor do
globo, atingindo um total de 85 milhdes de toneladas produzidas em
2014, em uma area de aproximadamente 5 milhdes de hectares, sendo
crescente 0 seu volume vendido aos principais centros consumidores
mundiais. No cenario mundial de produgdo de frutos de maga, de um
total de noventa e cinco paises produtores, vinte sio responsaveis por
aproximadamente 85 % da producdo mundial. Nesta lista, o Brasil que
esteve na 9? colocagdo em 2011, aparece atualmente na 12* colocagdo
(FAO, 2017).

Durante muito tempo, o consumo de magas no Brasil se deu a
partir da importacao dos frutos de paises de clima temperado, como a
Argentina e Uruguai, onde em meados da década de 1960 o pais era um
dos principais importadores do fruto no mundo (FAO, 2007).
Impulsionado pelo consumo nacional, a producdo interna dos frutos
passou a crescer, diminuindo gradativamente as importagdes do fruto.
Em 2003, o Brasil alcangou seu primeiro saldo positivo no comércio
internacional de magds, colocando no mercado frutos a precos
competitivos (MAPA, 2013).

Em 2012, o Brasil produziu aproximadamente 1,3 milhdes de
toneladas do fruto, com um valor estimado calculado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica de R$ 851,7 milhoes (IBGE, 2017),
gerando aproximadamente 60 mil empregos diretos e 140 mil empregos
indiretos pela natureza da atividade, com intensa utilizacdo de mao-de-
obra (BRDE, 2011). Atualmente, esta quantia ¢ obtida em uma area
reduzida, indicando um aumento da produtividade, sendo produzidos
um total de 1.254.191 toneladas do fruto na safra 2016/2017, com o
estado de Santa Catarina correspondendo por mais de 50% do total da
producdo (IBGE, 2017).

Dentre as principais cultivares produzidas no Brasil, Fuji e Gala
se destacam, onde aproximadamente 55% das magas produzidas no
Brasil sdo da cultivar Gala, e 40% da cultiva Fuji (MAPA, 2013). A
Gala ¢ uma das cultivares que mais vem crescendo em popularidade no
mundo, devido a sua alta qualidade gustativa e boa aparéncia dos frutos.
E uma cultivar precoce, com inicio da colheita na regido sul do Brasil
entre janeiro e fevereiro. Seus frutos sdo lisos e brilhantes, com tamanho
médio a pequeno com formato cdnico, polpa suculenta e crocante,
possuindo uma coloragio vermelho-rajado sob fundo amarelo. E uma
cultivar muito suscetivel a sarna causada por Venturia inaequalis,
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podriddo amarga causada por Colletotrichum gloeosporioides, € também
ao bolor azul causado por P. expansum (Camilo & Denardi, 2002).

Por sua vez, a cultivar Fuji, atualmente considerada como uma
das quatro cultivares mais promissoras no contexto mundial devido ao
seu sabor, acidez, teor de agucares e firmeza, além de alta produtividade,
representa cerca de 40% do volume total de vendas de frutos de maga no
mercado internacional (USDA, 2013). As plantas desta cultivar
apresentam grande vigor e alta produtividade, sendo uma cultivar tardia
quando comparada a cultivar Gala, com a colheita ocorrendo entre
margo e abril na regido sul do Brasil. Seus frutos sdo arredondados a
oblongos, sua epiderme ¢ fina, de coloragdo rosa, com cor de fundo
amarelada quando préximo ao ponto de maturagdo, sendo de tamanho
médio a grande. A polpa dos frutos desta cultivar sdo fortemente
aromaticas, de textura firme, crocante e suculenta. Tal qual a cultivar
Gala, também ¢ suscetivel a podriddo amarga e ao bolor azul (Camilo &
Denardi, 2002).

Em ambas cultivares a velocidade de crescimento, forma e
tamanho dos frutos, tempo e homogeneidade de maturagdo ird variar de
acordo com o local em que o pomar sera estabelecido. Além disso,
como em outros frutos climatéricos apds a colheita, quando
armazenados em temperatura ambiente, a magd apresenta um rapido
aumento de sua taxa respiratoria e sintese de etileno, culminando no
aceleramento de sua maturacdo fisioldgica (Kader, 1992).

1.2. Armazenamento e tecnologias pos-colheita de frutos de maga

Visando diminuir a taxa respiratdria e a sintese de etileno dos
frutos de magd, e deste modo garantir o abastecimento do mercado
consumidor ao longo do ano, hajam vistos os periodos de colheita dos
frutos supracitados, a estocagem dos frutos de ma¢d em camaras frias,
com temperaturas proximas a 2 'C ¢ de extrema importincia. Neste
contexto, frutos da cultivar Gala podem ser conservados por até 3 meses
em tais condigdes, sem perder seu sabor e textura, estendendo-se por até
5 meses quando utilizada condigdes de atmosfera controlada.
Semelhantemente, frutos da cultivar Fuji também podem ser
conservados sem a perda de suas caracteristicas fisico-quimicas em
camaras frias ou de atmosfera controlada durante 6 ou 12 meses,
respectivamente (MAPA, 2013).

No entanto, as atuais tecnologias pds-colheita disponiveis no
Brasil permitem o correto armazenamento de aproximadamente 65% do
total da safra de magas produzidas, por 8 a 10 meses (MAPA, 2013).
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Deste potencial de armazenamento, 50% estd concentrado no estado de
Santa Catarina, dividindo-se em: casas de embalagem de pequeno porte
(24%); médio porte (54%); e grande porte (22%) (BRDE, 2011). Tais
valores indicam que apenas 815.224 toneladas do fruto sdo armazenadas
corretamente, perdendo-se 438.967 toneladas do fruto (quando ndo
prontamente comercializados).

Considerando-se apenas o estado de Santa Catarina, com uma
produgdo total de aproximadamente 627.096 toneladas do fruto na safra
2016/17, cerca de apenas 203.806 toneladas do fruto foram corretamente
armazenados por casas de embalagem de pequeno (48.914), médio
(110.054) e grande porte (44.838). Além disso, ha de se considerar que
o estado tem a producdo de macds, em sua maioria, realizada por
produtores de pequeno porte, vinculados a cooperativas (BRDE, 2011),
0 que impede a correta destinagdo dos frutos em momentos de grande
aporte de frutos (pico da safra), promovendo perdas no processo de pos-
colheita e deixando os produtores a margem dos valores pagos pelas
casas de embalagem. Somado a isso, o transporte inadequado dos frutos
das casas de embalagem aos centros de distribui¢do dos frutos
(supermercados e feiras), muitas vezes realizado sem refrigeragao,
favorece as perdas dos frutos, limitando o deslocamento por grandes
distancias. Além disso, muitos dos grandes centros de distribui¢do ndo
possuem condi¢des adequadas para o armazenamento dos frutos,
tornando o produto mais oneroso € menos atrativo ao consumo.

Por sua vez, mesmo frutos colhidos e corretamente armazenados
estdo sujeitos ao ataque de microrganismos agressivos e produtores de
enzimas pectinoliticas que resultam na destrui¢do tecidual (Vilanova et
al.,, 2014a). Somado a isto, danos mecanicos ocasionados durante o
manuseio dos frutos na colheita ou em pos-colheita que dificilmente sdo
eliminados, devido principalmente a falta de capacitagdo da mao-de-
obra, se refletem no desenvolvimento de diferentes podriddes (Vilanova
et al., 2014b), mesmo quando armazenados sob baixas temperaturas, que
retardam, mas ndo impedem o desenvolvimento de fungos
fitopatogénicos (Buron-Moles et al., 2012).
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2. Condicoes do Ambiente
2.1. Condigdes dos frutos

Assim como todos os alimentos, os frutos de magda sdo
altamente nutritivos, sendo ambientes ricos para o aparecimento de
doengas. Deste modo, quando os frutos de ma¢a adquirem adequadas
condi¢des fisico-quimicas, apenas organismos fastidiosos e ndo
especificos ndo irdo se desenvolver, visto que os mecanismos de defesa
inerentes perdem sua eficiéncia apés sua completa maturacdo. Em
adicdo, observa-se ainda um aumento do pH do tecido, o amolecimento
dos tecidos, aumento dos acgucares disponiveis, o que favorece o
aparecimento dos fitopatogenos (Pitt & Hocking, 2013).

Outros fatores podem ainda afetar o aparecimento e
desenvolvimento de podriddes em alimentos, a saber: (1) atividade de
agua; (2) concentragdo de ions de hidrogénio; (3) temperatura de
processamento € armazenamento; (4) tensdo gasosa, principalmente de
oxigénio e dioxido de carbono, dentre outros (Pitt & Hocking, 2013).

2.1.1. Atividade de agua (Avw)

Todos os alimentos possuem agua em sua constituicdo em
maiores ou menores quantidades, observando-se uma relagdo
diretamente proporcional definida por: quanto maior a quantidade de
agua em um alimento, mais rapida sua deterioracdo frente aos diferentes
processos quimicos e, principalmente, acdo microbioldgica. Em relagdo
a isto, dentre os diferentes parametros levados em consideragdo, como o
conteudo de agua, concentracdo de soluto, pressdo osmotica, equilibrio
de umidade relativa e atividade de agua, o de maior relevancia para o
crescimento microbiano e atividade enzimadtica ¢ classificado como
atividade de agua (Troller, 1978).

A atividade de 4gua (aw) pode ser entendida como a
disponibilidade de agua existente em um determinado alimento, em um
momento de equilibrio onde a umidade relativa permanece estatica, isto
¢, o alimento ndo perde ou recebe agua do ambiente. Em termos
numéricos, assume-se o valor de a,, = 1,0 para dgua pura, e de ay = 0
para uma superficie sem presenga de dgua (Sela & Fallik, 2009). Nesse
sentido, a a,, pode afetar diretamente os diferentes ciclos de crescimento
microbiano, afetando desde a germinagdo, passando pelo processo de
colonizagdo dos tecidos até sua morte (Troller, 1978).
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Diante disto, o conhecimento das relagdes entre o patdogeno € a ay
pode auxiliar a predizer tanto o potencial para infeccdo quanto o tempo
de prateleira do produto. Mais especificamente, sabe-se que alguns
fungos sdo capazes de crescer em uma baixa atividade de agua (aw =
0,61), mesmo na presencga de grandes quantidades de soluto (Tabela 1).
Assim, frutos de maga, que naturalmente possuem uma alta ay, sdo
considerados ambientes adequados para o crescimento e proliferagdo de
fungos como P. expansum (Sela & Fallik, 2009).

Tabela 1. Atividade de 4gua (A,) minima necessaria para o crescimento de
fungos e leveduras nas diferentes familias de alimentos.

Atividade de d4gua (Aw) Microrganismos Familias de Alimentos
Fungos | Leveduras

0,97 - - Carnes frescas, frutas e
0,95 - - vegetais
0,94 Stachybotrys chartarum -
g,z; Rhizopus -mgrlmns Queijos, carnes curadas,
0:91 ] ) produtos de panificagdo
0,90 Trichothecium roseum Saccharomyces cerevisiae
0,88 - Candida sp.
0,87 - - Queijos curados, carnes
0,85 Aspergillus clavatus - secas, sucos de frutas
0,84 Byssochamys nivea - concentrado, alimentos
0,83 Penicillium expansum, (+) Debaryomyces hansenii processados (leite
0,82 Aspergillus parasiticus ; (+) - condensado, creme de
0,81 Penicillium cyclopium ; (+) - leite, etc)
0,80 - Saccharomyces bailii
0,79 Penicillium martensii
0,78 Aspergillus flavus - Geléias, marmeladas,
0,77 Aspergillus niger; (+) - frutas secas, carnes
0,75 Aspergillus candidus ; (+) - salgadas
0,71 Eurotium chevalieri
0,70 Eurotium amstelodami - .
0,62 - Saccharomyces rouxii Fn.“.a S secas, a]m}emos
0,61 Monascus bisporus utlllzados‘ na racao de
0,60 Sem proliferagdo microbiana animais

Legenda: (+) indica a existéncia de outros microrganismos para determinada faixa de Ay,
a saber: 0,83 — P. islandicum e P. viridicatum; 0,82 — A. fumigatus; 0,81 — P. patulum;
0,77 — A. ochraceus; 0,75 — A. restrictus.

2.1.2. Concentragdo de ions de hidrogénio

Outro pardmetro de grande importdncia e influéncia no
desenvolvimento microbiano ¢ a concentragdo de ions de hidrogénio no
meio, ou simplesmente pH. Ao passo que a maioria das bactérias
necessitam de pH proximo ao neutro, tendendo ao basico (6,5 — 7,5), a
maioria dos fungos e leveduras podem crescer e se desenvolver em
diferentes gamas de pH (3 — 8). Deste modo, uma vez que frutos como a
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macd possuem pH na faixa entre 3,5 — 4,5, dependendo da cultivar,
haverda naturalmente uma predominidncia no crescimento e
desenvolvimento de fungos (Sela & Fallik, 2009).

Em relagdo a P. expansum, um fitopatdégeno acidico, demonstrou-
se que isolados capazes de sintetizar grande quantidade da enzima
glucose oxidase, sdo capazes de secretar grandes quantidades do acido
glucdnico, além do 4cido citrico, tendo uma maior capacidade de causar
podriddes em macgds, por diminuir o pH dos tecidos dos frutos,
aumentando o aporte de nutrientes disponiveis ao seu consumo. Por
outro lado, em isolados de P. expansum cuja sintese da enzima glucose
oxidase ¢ baixa, ha diminui¢do da secrecdo de acido gluconico e, por
consequéncia, uma moderada acidificagdo do meio, o que resulta em um
menor desenvolvimento do patdégeno (Prusky & Lichter, 2008).

2.1.3. Temperatura de processamento € armazenamento

Conforme abordado anteriormente (item 1.2), um dos fatores de
maior influéncia no tempo de prateleira dos frutos de maca é a
temperatura, onde parte dos frutos de maga sdo armazenados em baixas
temperaturas, entre 0 a 3 'C. Deste modo, hd uma diminui¢do nos
processos fisioldgicos do fruto, resultando na manutencgdo da firmeza da
polpa, do indice de solidos soluveis totais, dentre outros parametros. Por
outro lado, sabe-se que quanto maior o tempo em que os frutos de maga
passam sem refrigeragdo, mais rapidamente ocorrera sua degradagdo, de
forma irreversivel (Johnston et al., 2002). Além disso, o armazenamento
em baixas temperaturas também pode contribuir para diminuir a
producdo de etileno durante o periodo de armazenamento, quando
comparado a temperatura ambiente (Bekele et al., 2016).

A temperatura na qual os frutos serdo processados e
armazenados representa um papel chave no crescimento e
desenvolvimento de fungos (Gunderson et al., 2009). Neste sentido,
pode-se dividir os microrganismos em diferentes classificagdes quanto a
sua capacidade de crescimento nas diferentes faixas de temperatura. De
interesse para a cultura da magd destacam-se os psicrofilos,
microrganismos capazes de crescer, se desenvolver e se multiplicar em
baixas temperaturas, com uma faixa Otima de crescimento e
multiplicagio entre 8 — 20 °C, ao passo que os mesofilos sdo capazes de
crescer, desenvolver-se e multiplicar em temperaturas moderadas, com
uma faixa 6tima de crescimento entre 30 —40 "C (Sela & Fallik, 2009).
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Faz-se importante destacar, no entanto, que microrganismos
mesofilos sdo capazes de sobreviver em baixas temperaturas, ao passo
que psicrofilos sdo capazes de crescer e se multiplicar em temperatura
ambiente moderada (Sela & Fallik, 2009).

Nesse sentido, o fungo P. expansum ¢ classificado como um
fungo psicréfilo, capaz de crescer nas baixas temperaturas em que 0s
frutos de maca sdo armazenados (0 a 3 "C), com uma temperatura 6tima
de crescimento proxima dos 25 ‘C (Baert et al., 2007), o que demonstra
a importdncia do rapido armazenamento dos frutos em baixas
temperaturas.

2.1.4. Tensdo gasosa

A tensdo gasosa refere-se as quantidades existentes de um
determinado gas em relacdo ao ambiente. Tal conceito € muito aplicado
e conhecido em termos de atmosfera controlada (AC), muito difundida
por aumentar o periodo de armazenamento de alimentos sazonais, como
magcas, peras, entre outros frutos, por meio da manutencdo de baixos
niveis de O; e relativo aumento dos niveis de CO; em céamaras
devidamente vedadas (Fallik, 2008).

De modo mais especifico para a cultura da maca, a AC ¢
utilizada em conjunto com baixas temperaturas, prolongando ainda mais
o periodo de armazenamento, diminuindo a respiracdo dos frutos, a
sintese de etileno e todos os processos bioquimicos e fisiologicos
associados (Bekele et al., 2016). Além disso, diversos pardmetros devem
ser levados em consideragdo antes do armazenamento em AC, uma vez
que a tolerancia dos frutos de mag¢ad depende da cultivar em questdo,
ponto de maturidade, concentragdes de CO; e O, utilizados, e periodo de
armazenamento (DeEll et al., 2016).

Sabe-se também que fungos causadores de bolores, assim como
diversos outros fungos filamentosos, necessitam de oxigénio para seu
crescimento e desenvolvimento. No entanto, algumas espécies sdo mais
adaptadas que outras, utilizando o oxigénio disponivel de forma mais
eficiente. Deste modo, a quantidade total de oxigénio disponivel,
difundido no meio, é mais determinante para o crescimento e
desenvolvimento do que a tensdo de oxigénio presente no ambiente (Pitt
& Hocking, 2013).

Assim, o efeito da AC no crescimento ¢ desenvolvimento do
bolor azul causado por P. expansum serd varidvel e altamente
dependente da temperatura, onde quanto menor a temperatura utilizada,
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maior a eficiéncia da camara de AC (Conway et al., 2007). Tal relagdo
foi determinada a cerca de 40 anos atras, em trabalho publicado por
Borecka (1976), que demonstrou que o crescimento de P. expansum em
frutos de macd foi retardado quando utilizada a combinagdo de
armazenamento a 4 'C, e 3 kPa de O, e 5 kPa de CO,, ¢ sem sofrer
influéncia quando utilizada a combinagéo de 4 °C, e 3 kPa de O, ¢ 0 kPa
de CO;. Em um trabalho publicado por Sams & Conway (1987),
concentragdes de O, de 3 kPa ou 1 kPa, e 2 kPa ou 0 kPa de CO,,
combinado a uma menor temperatura (0 "C), resultaram num menor
desenvolvimento de P. expansum em frutos de maga.

3. O Bolor Azul e Métodos de Controle Alternativo Baseados em
Oleos Essenciais

3.1. O bolor azul: Penicillium expansum

O género Penicillium, pertencente ao filo Ascomycota, ordem
Eurotiales, e familia Trichocomaceae, possui inlimeras espécies comuns
na fase de pds-colheita de frutos, onde algumas podem produzir
micotoxinas nos 6rgdos atacados, como a patulina, um composto polar
produzido por todos os isolados de P. expansum (Frisvad & Samson,
2004; Sanzani et al., 2009; Kozlovskii et al., 2013; Pitt & Hocking,
2013). P. expansum € um fungo de ocorréncia mundial, que pode atacar
diversas culturas quando em condi¢des adequadas, tais como magads e
peras, provocando uma podriddo de carater mole, sendo considerado a
doenga mais importante no pds-colheita de magas em fungdo das perdas
qualitativas e quantitativas dos frutos armazenados (Janisiewicz &
Korsten, 2002), ndo havendo, at¢é o momento, cultivares comerciais
resistentes ao ataque do fitopatdgeno.

A podriddao mole causada pelo fungo apresenta aspecto aquoso,
com coloragdo castanho-claro, podendo variar em tonalidade de uma
fruta atacada a outra, e onde a area tecidual afetada separa-se facilmente
das partes sadias. A esporulagdo do fitopatdgeno ¢ abundante nas
regides infectadas, apresentando inicialmente uma coloragdo
esbranquicada (esporos imaturos) e, com o progresso da doenca,
adquirindo coloragdo azulada (esporos maduros) nos frutos de maca, o
que dd o nome popular da doenca (bolor azul). Por ser incapaz de
atravessar a cuticula dos frutos, a penetragdo do fungo ocorre a partir de
ferimentos ou de aberturas naturais, onde cada fruto contaminado ¢é
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capaz de infectar de 12 a 15 novos frutos sadios (Kimati et al., 1997;
Mondino et al., 2009).

No Brasil, os tratamentos pos-colheita para o controle dessa
patologia podem ser realizados com fungicidas registrados no MAPA,
pertencentes aos grupamentos quimicos dicarboximida e imidazol, com
os principios ativos iprodiona e imazalil, respectivamente. Para a
utilizacdo destes, a agua do tratamento deve estar isenta de particulas de
argila e matéria organica (MAPA, 2013). Os dois fungicidas apresentam
classificacdo toxicoldgica I (extremamente tdxicos) e ambiental II
(produto muito perigoso ao meio ambiente).

3.2. Metabolitos secundarios para o controle de doengas de plantas

Diversas s3o as pesquisas que tém sido realizadas com
substancias alternativas a utilizagdo de fungicidas em sistemas vegetais,
do campo ao pds-colheita, de modo a se reduzir os potenciais danos a
saude humana e ao meio ambiente, estando de acordo com a crescente
demanda social por alimentos saudaveis, produzidos sem a utilizacdo de
agrotoxicos.

Neste cenario, os metabdlitos produzidos por plantas
condimentares e aromaticas apresentam-se como uma alternativa
promissora, visto a diversidade de classes de compostos que sdo
produzidos tanto no seu desenvolvimento, quanto em resposta a algum
estresse ou ataque de fitopatogenos (Cabral et al., 2013). Além disso, de
um modo geral, diversos metabodlitos sdo considerados e classificados
como GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug
Administration), um dos oOrgdos regulatorios de maior prestigio
internacional, devido a sua facil decomposicdo e baixa toxidez
ambiental e humana. Cabe ressaltar que tal classificacdo decorre ainda
de outros fatores como a composicao dos 6leos essenciais, bem como a
concentragdo em que estes sdo utilizados, seja de forma utdpica ou
mesmo ingeridos.

O potencial dos metabolitos produzidos por plantas em inibir o
crescimento de fitopatdgenos esta diretamente associado a forma em que
os extratos sdo preparados, levando-se em conta, principalmente, os
solventes empregados, onde solventes polares, devido a sua alta
capacidade de penetracdo tecidual sdo mais eficientes na extragcdo de
uma gama de compostos quando comparados aos solventes apolares
(Mahlo et al., 2010).
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Dentre as principais classes de compostos metabdlicos
produzidos pelas plantas, podem-se destacar os alcaloides, carotenoides,
compostos fenodlicos, flavondides, terpenos, dentre outros.

3.2.1. Oleos essenciais no controle de organismos causadores de
doengas em plantas

Os oleos essenciais (OEs) sdo compostos oleosos, de carater
lipofilico e altamente volateis, produzidos pelo metabolismo secundario
de plantas, com massa molar menor que 300 g/mol, o que possibilita sua
separacao de outros compostos ou tecidos por meio de processos com
vapor, hidro destilagdo, prensagem a frio ou mesmo extragdo
supercritica, sendo classificados como GRAS pelo FDA (Bakkali et al.,
2008; Turek & Stintzing, 2013). Deste modo, por defini¢do, o termo
OE:s foi atribuido pela Organizagdo Internacional para Padronizagdo a
“produtos obtidos a partir de material vegetal bruto por meio de
destilacdo ou por vapor de dgua, ou do epicarpo de frutos citricos por
processos mecanicos ou destilagao seca” (ISO 9235, 1997).

Apesar de diversos temperos provenientes de plantas terem sido
utilizados desde a antiguidade devido as suas propriedades aromaticas,
saborizantes e preservativas, os OEs extraidos por meio da destilagdo
apenas foram utilizados de modo farmacologico préoximo ao século 13,
sendo espalhados pelo continente europeu apenas no século 16, com o
primeiro experimento exploratério do seu potencial bactericida (por
meio do vapor) ocorrendo no século 18. Atualmente, cerca de 3000 OEs
sdo conhecidos, mas apenas cerca de 10% sdo comercializados,
principalmente destinados a gastronomia, devido aos seus sabores, ou a
industria farmacéutica/cosmética, devido ao seu aroma (Burt, 2004).

Sua atividade antimicrobiana inerente ¢ comumente relacionada
a estrutura quimica dos seus componentes, suas interacdes e a
concentragdo em que estdo presentes. Por serem constituidos de uma
grande variedade de compostos, como terpenos, terpendides e
compostos aromaticos, apresentam a vantagem de atuarem de diferentes
formas, possibilitando o controle de fungos de diversos géneros e
diminuindo a probabilidade de selecdo de isolados patogénicos
resistentes (Cabral et al., 2013). Ressalta-se, no entanto, que mesmo
apresentando uma grande variedade de compostos em sua constituicdo
(20 — 60), apenas cerca de 3 — 4 s3o tidos como majoritarios,
constituindo cerca de 20 — 80% de um OE (Bakkali et al., 2008).
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Diversos sdo os estudos que demonstram o potencial
antimicrobiano dos OEs contra uma vasta gama de fitopatdogenos em
pos-colheita, como, por exemplo, a utilizacdo de Calamintha officinalis,
Lavandula dentata, Mentha pulegium, Origanum compactum,
Rosmarinus officinalis, Salvia aegyotiaca e Thymus glandulosus contra
Botrytis cinerea (Bouchra et al., 2003), Carum nigrum contra
Aspergillus flavus e A. niger (Singh et al., 20006), Vitex agnus-castus
contra Alternaria alternata, A. flavus, A. niger € A. ochraceus (Stojkovi¢
etal., 2011).

Em relacao ao género Penicillium, Singh et al. (2006) usando o
oleo essencial de anis estrelado e seu extrato acetonico, observaram uma
inibicdo do crescimento micelial in vitro de P. citrinum e P. viridicatum
proximo a 40%, utilizando 6 uL do o6leo essencial de anis estrelado, e
em até 75% quando utilizado o extrato acetdnico. Além disso, Stojkovic¢
et al. (2011) observaram a completa inibi¢cao do crescimento in vitro de
P. ochrochloron e de P. funiculosum utilizando o 6leo essencial extraido
de frutos verdes, maduros e de folhas de V. agnus-castus a concentragao
de 130, 219 e 178 ppm, respectivamente, para P. ochrochloron e de 178
ppm para P. funiculosum. Por outro lado, ao utilizar o 6leo de Tamarix
in vitro nas concentragdes de 80, 200 e 500 uL por disco de papel filtro
Saidana et al. (2008) ndo encontraram nenhuma atividade antifiingica
contra o fungo Penicillium sp.

Poucos sdo os trabalhos publicados especificamente em relagao
a P. expansum, e ainda mais escassos s3o aqueles que abordam os
mecanismos de a¢do envolvidos. Em um estudo utilizando os o6leos
essenciais de Cymbopogon citratus, Ocimum gratissimum e Thymus
vulgaris, e também suas diferentes fracdes, Nguefack et al. (2012)
demonstraram diferentes niveis de atividade antimicrobiana in vitro
contra o fitopatdégeno, utilizando uma concentracdo de 1000 ppm. De
modo semelhante, Frankova et al. (2016) utilizando os 6leos essenciais
de Caryophyllus aromaticus, Cinnamomum zeylanicum, C. citratus e
Origanum vulgare a partir do método de volatilizagdo em disco,
observaram a completa inibi¢do in vitro de P. expansum utilizando as
doses de 256 ppm, 32 ppm, 512 ppm e 64 ppm, respectivamente. No
entanto, quando utilizados para o controle do bolor azul em frutos de
macd, uma alta incidéncia da doenca foi observada, independente do
o0leo essencial utilizado, da dose ou mesmo do intervalo de
armazenamento.
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3.2.2. Encapsulamento de 6leos essenciais

Antes de serem extraidos, os diferentes compostos coexistentes
dentro de mesmo oOleo essencial, pertencentes ou ndo a um mesmo
grupo, devido as suas interagdes estruturais intrinsecas, podem ser
facilmente convertidos em outros compostos ou produtos a partir de sua
oxidac¢do, isomerizacdo ciclica ou reagdes de desidrogenagao,
desencadeados a partir de processos fisicos, quimicos ou mesmo
enzimaticos (Turek & Stintzing, 2013).

Uma vez desprovidos da compartimentalizagdo protetora antes
existente na planta, os Oleos essenciais podem ser mais facilmente
degradados a partir da oxidagdo, transformagdes quimicas e reacdes de
polimerizagao, afetando os diversos 6leos essenciais de uma forma mais
ou menos pronunciada (Kubeczka, 1993).

Assim, a degradacgdo dos 6leos essenciais ira depender de uma
série de fatores quimicos e edaficos que afetardo os processos de
oxidagdo, bem como o curso da reacdo. Deste modo, fatores externos
como temperatura, luz e acesso ao oxigénio atmosférico, e fatores
intrinsecos como composicdo dos Oleos essenciais, suas diferentes
estruturas, e a presenga de impurezas como, por exemplo, vestigios de
solventes, sdo de extrema importincia nos processos supracitados
(Turek & Stintzing, 2013).

De modo a se manter a atividade biologica dos oleos
essenciais, suas moléculas precisam chegar ao destino final sem perder
sua integridade. Neste cenario, o encapsulamento dos 6leos essenciais
em polissacarideos surge como uma alternativa vidvel a sua utilizagdo
(Fathi et al., 2014; Pinho et al., 2014).

Os polissacarideos sdo polimeros naturais formados a partir de
monossacarideos que irdo variar em tipo, numero, distribui¢do e ligagcdo
dos mondmeros dentro das cadeias formadas (Bochkov et al., 1991).
Estes compostos tém atraido grande interesse nos ultimos anos ndo
apenas por serem seguros a utilizacdo, devido a baixa toxicidade
ambiental e ao ser humano, como por apresentar um baixo custo
relativo, sendo dessa forma utilizados nos mais diversos sistemas. De
acordo com Eliasson (2006), polissacarideos podem ser categorizados
de acordo com sua origem: vegetal (amido, celulose, pectina e algumas
gomas); animal (quitosana); algal (alginato e carragenanas); e, derivadas
de microrganismos (xantana, quitosana) ou que sofreram algum
processo relacionado a estes (dextrinas e ciclodextrinas).
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De interesse para o presente estudo destacam-se as
ciclodextrinas (CDs), uma familia de oligossacarideos ciclicos derivados
dos amidos a partir da acdo da enzima amilase ciclodextrina glicosil
transferase, formados a partir de 6, 7 ou &8 unidades de o-D-
glicopiranose unidas por ligagdes do tipo o-1,4 (Almenar et al., 2007;
Fathi et al., 2014). A forma conica das CDs confere a elas uma cavidade
central lipofilica e um exterior hidrofilico, com uma profundidade em
torno de 8 A. De acordo com o niimero de unidades formadoras de a-D-
glicopiranose, elas podem ser classificadas como o (6 unidades), p (7
unidades) ou y (8 unidades), o que lhes confere diferentes tamanhos de
cavidade, isto é, 6, 8 ou 10 A, respectivamente (Fathi et al., 2014).
Dentre estas, as B-CDs sdo as de maior interesse € mais comumente
utilizadas devido ao seu tamanho de cavidade intermediario e,
principalmente, baixo valor (Pinho et al., 2014). Além disso, novas
moléculas de CDs t€m surgido de modo a se aprimorar a solubilidade
em agua e biocompatibilidade destas moléculas, como a HP-8-CD
(Fathi et al., 2014).

Diante do exposto, as CDs t€m sido muito exploradas para o
encapsulamento de moléculas de interesse com caracteristicas
hidrofébicas, como os oleos essenciais ¢ seus derivados, formando
complexos de inclusdo (Cls) capazes de proteger tais moléculas dos
efeitos adversos do ambiente, como temperatura, luz, pH, etc.,
aumentando sua vida util, melhorando a solubilidade em dagua,
reduzindo as quantidades necessarias para apresentar um efeito
biologico e também permitindo a manipulacdo da liberagdo controlada
destes no ambiente (Almenar et al., 2007; Fathi et al., 2014; Kfoury et
al., 2015; Pinho et al., 2014).

Por exemplo, Hill et al. (2013) utilizaram os o6leos essenciais
puros de casca de canela e do botdo do cravo, além dos seus compostos
majoritarios trans-cinamaldeido e eugenol, e suas formas encapsuladas
em B-CD contra os patdgenos Salmonela enterica e Listeria innocua,
observando a total inibi¢do do crescimento dos patogenos, exceto
quando utilizado o eugenol. Os Cls formados foram capazes de inibir o
desenvolvimento de ambos patdégenos em concentragdes inferiores do
que os compostos ndo encapsulados.

Por outro lado, Gong et al. (2016) observaram uma significativa
inibicdo do fitopatogeno Peronophythora litchii utilizando um CI
formado entre B—CD e eugenol, demonstrando que o crescimento in
vitro do fitopatdgeno foi dependente das doses liberadas de eugenol no
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ambiente ao longo do tempo de incubacdo. Além disso, tal CI também
reduziu a severidade e incidéncia do fitopatdgeno em frutos de lichia.
No entanto, uma vez que o produto final formado entre as CDs e as
moléculas de interesse como os 6leos essenciais se apresenta em forma
de po, faz-se necessario o desenvolvimento de uma estrutura de suporte
adequada a sua aplicacdo e ao produto de interesse, como matrizes
biopoliméricas, embalagens plasticas, embalagens biodegradaveis, etc.

3.2.3. Embalagens bioativas

O desenvolvimento de embalagens funcionais tem sido buscado
como uma estratégia tecnologica capaz de aumentar a qualidade e a
seguranca dos produtos alimenticios. Neste contexto, embalagens
bioativas vém despertando especial atengdo nos ultimos anos, sendo
definidas como sistemas capazes de diminuir a deterioracdo dos
alimentos, por acdo antimicrobiana ou de preservacdo das caracteristicas
desejaveis dos alimentos por meio da liberagdo dos compostos
incorporados (Cabral et al., 2013).

Diversos fatores devem ser considerados para o
desenvolvimento de uma embalagem bioativa, tais como: natureza
quimica do alimento e dos microrganismos, condi¢des de
armazenamento e distribuicdo, caracteristicas organolépticas e
toxicidade dos compostos, além das propriedades fisicas e mecanicas
das embalagens. Além disso, ¢ importante ressaltar que, dependendo da
permeabilidade da embalagem e do tempo de armazenamento, os
compostos podem ndo apresentar os efeitos desejados por sofrer rapida
degradacdo (Cabral et al., 2013).

Atualmente, diversas embalagens bioativas tém sido
desenvolvidas e diferentes estratégias de aprisionamento dos compostos
antimicrobianos tém sido utilizadas, como encapsulamento, enxerto ou
incorporagao direta dos agentes ativos aos polimeros, permitindo uma
liberagao controlada ao longo de um periodo determinado (Sadaka et al.,
2014).

Ao serem aplicados revestimentos comestiveis contendo 6leos
essenciais em frutos e vegetais, um dos fatores limitantes ¢ a alteracao
das  caracteristicas  organolépticas dos alimentos revestidos,
principalmente devido a grande quantidade de compostos volateis
liberados que mascaram o sabor natural destes (Lucera et al., 2012). No
entanto, muitas vezes, estas misturas podem gerar interessantes
resultados, como o estudo realizado por Tserennadmid et al. (2011) que
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demonstraram que a utilizagdo do 6leo essencial de limdo diretamente
no suco de maga, além de aumentar o tempo de armazenamento a
temperaturas ambientes, resultou em um novo sabor ao produto,
diferenciando-o dos demais e atingindo uma parcela diferente de
consumidores.

Além disso, Raybudi-Massilia et al. (2008) observaram um
aumento do tempo de prateleira em meldes cortados em até 21 dias, a
partir da utilizacdo de um revestimento comestivel a base de alginato
contendo acido malico e os 6leos essenciais de canela, palmarosa e
capim-limdo. De forma semelhante, a incorporacdo dos 6leos essenciais
de capim-limdo, orégano ou baunilha diretamente em um revestimento
comestivel de maga e alginato, resultou na inibi¢do do crescimento de
mofos e leveduras em frutos de mac¢a cv. Fuji cortados, melhorando a
qualidade sensorial quando aplicado apenas o 6leo de baunilha (Rojas-
Grau et al., 2007).

Neste sentido, o desenvolvimento de sistemas de
armazenamento bioativos, como as embalagens bioativas, bem como o
entendimento dos parametros que afetam os mecanismos de liberagdo
controlada antes, durante e depois do processo de armazenamento,
garantindo que as biomoléculas cheguem corretamente ao destino,
impedindo o processo de infecdo e desenvolvimento de fitopatdgenos e,
consequentemente, aumentando o tempo de prateleira dos frutos, sem
modificar suas caracteristicas fisico-quimicas negativamente, sdo de
extrema importancia.
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CAPITULO 2 - ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE PALMAROSA (Cymbopogon martinii), ARVORE
CHA (Melaleuca alternifolia) E ANIS ESTRELADO (lllicium
verum) CONTRA Penicillium expansum E SEUS POSSIVEIS
MECANISMOS DE ACAO

1. Introducio

A maca ¢ uma das frutas mais apreciadas ao redor do mundo.
Uma das principais doengas que acometem os frutos de maca em pos-
colheita ¢ o bolor azul causado por Penicillium expansum, um fungo
muito agressivo, cosmopolita, de rapida dispersdo e que tolera condigdes
adversas, sendo capaz de produzir a patulina, uma micotoxina que
apresenta potencial carcinogénico e mutagénico (Rocha et al., 2014).

Por ser um grande problema ao pés-colheita de magas, ha uma
ampla utilizacdo de fungicidas para seu controle (Zhang et al., 2011), e,
por consequéncia, uma intensa busca por métodos alternativos de
controle deste fitopatogeno, dado o aumento da percepcao social acerca
dos problemas relacionados ao meio ambiente ¢ a saude causados pela
aplicagdo demasiada de produtos quimicos, além do alto risco da sele¢do
de isolados resistentes.

Dentre estas alternativas, pode-se destacar a utilizagdo dos
Oleos essenciais (OEs), classificados como GRAS (Generally
Recognized As Safe) pelo FDA dos EUA por apresentarem baixos riscos
ao ambiente, e também aos seres humanos, possuindo efeitos
antimicrobianos contra uma vasta gama de fitopatogenos (Bakkali et al.,
2008).

Assim, o presente capitulo teve como objetivo avaliar o efeito
antimicrobiano de diferentes OEs, como anis estrelado (I/licium verum),
arvore-chd (Melaleuca alternifolia), palmarosa (Cymbopogon martinii),
entre outros, contra o fungo P. expansum, além de elucidar os seus
possiveis mecanismos de agdo.

2. Material e Métodos

Para o desenvolvimento do presente estudo, suspensdes de
conidios do fungo P. expansum provenientes da Micoteca Anne Lore
Schroeder, armazenados sob o codigo MANE 138, foram preparadas em
suco de maca (4%), e calibradas na concentragdo de 1x10° conidios/mL
com auxilio de um hemacitometro, sendo expostas ao vapor dos OEs
sob diferentes concentra¢des (125 ppm — 1000 ppm), por diferentes
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tempos (1 — 24 horas), e incubados em placas de Petri plasticas
(polipropileno) ou de vidro.

O efeito fungicida ou fungistatico dos OEs foi determinado in
vitro, utilizando-se placas de Petri de vidro, e os mecanismos de agdo
envolvidos avaliados por meio de ensaios de fluorescéncia utilizando os
corantes calcofluor white stain (danos na parede celular), iodeto de
propideo (danos na membrana plasmatica), e diacetato de fluoresceina
(geracdo de espécies reativas de oxigénio - ROS), além da medi¢do do
extravasamento de DNA por meio de Nanodrop, e de proteinas, agucares
e da quantificacdo dos danos lipidicos, a partir dos métodos de Bradford
(1976), Masuko et al. (2005), e Cerioni et al. (2010), respectivamente.
Finalmente, a atividade antioxidante dos OEs foi avaliada por meio do
método antioxidante do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Em adi¢ao,
a atividade antimicrobiana do vapor dos OEs foi avaliada in sifu usando
frutos de maga cv. Fuji inoculados com P. expansum a concentragdo de
1x10* conidios/mL, aferida em hemacitdmetro, durante 12 dias
incubados no escuro a temperatura ambiente.

3. Resultados e Discussao

3.1. Fase de vapor dos dleos essenciais (OEs) e suas atividades
antimicrobianas contra P. expansum

Dentre os OEs testados na fase de vapor contra o fungo P.
expansum, 7 apresentaram alta atividade antimicrobiana contra o fungo
(Tabela 2.1) quando placas de Petri de vidro foram utilizadas, inibindo
sua germinacdo em, aproximadamente, 40% (gengibre), 60% (cravo), e
100% (melaleuca, palmarosa, salvia, anis estrelado e vetiver).

Devido as suas diferentes composigdes, diferentes
concentragdes de vapor dos OEs inibiram completamente a germinagdo
dos conidios de P. expansum, como € o caso para os OEs de anis
estrelado (125 ppm), melaleuca e palmarosa (250 ppm), e vetiver (750
ppm).

Além disso, diferentes tempos de contato entre os OEs e o
fitopatogeno também afetaram a germinacdo dos conidios de P.
expansum (Tabela 2.1). Neste sentido, para que a germinacdo dos
conidios de P. expansum seja completamente inibida, os conidios foram
expostos a fase de vapor dos OEs de anis estrelado e melaleuca por, ao
menos, 3 horas, ao passo que este mesmo resultado foi alcangado apenas
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quando utilizada a fase de vapor do OE de palmarosa por ao menos 4
horas, e o OE de vetiver por, ao menos, 6 horas (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Atividade antimicrobiana da fase de vapor dos diferentes dleos
essenciais (OEs) de cravo, gengibre, melaleuca, palmarosa, salvia e anis
estrelado, a 1000 ppm, bem como as concentragdes minimas necessarias (apds
24h de exposi¢do), e o tempo minimo necessario (a 500 ppm) para completa
inibi¢do in vitro da germinagao do fungo Penicillium expansum.

Tratamentos Germinagio (%) Concentragao Minima Tempo Minimo
Inibitéria (ppm) Inibitério (horas)

Agua 947+15A - -

Cravo 36,5+ 10,6 C N/A N/A
Gengibre 550+118B N/A N/A
Melaleuca 0+0D 250 3
Palmarosa 0+0D 250 4

Salvia 0+0D N/A N/A

Anis estrelado 0+0D 125 3

Vetiver 0+0D 750 6

Médias seguidas por letras maiusculas iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p <0,05). N/A — ndo avaliado.

Resultados similares foram encontrados por Singh et al. (2006)
que ao utilizarem o vapor do OE de anis estrelado in vitro contra P.
citrium e P. viridicatum, observaram uma inibi¢do do crescimento
micelial de 87,5% e 71,2%, respectivamente. Shao et al. (2013),
utilizaram a fase de vapor do OE de melaleuca a 1000 ppm in vitro e
verificaram a completa inibicdo da germinacdo e do crescimento
micelial de Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer. Além disso, ja foi
demonstrado que os OEs extraidos de plantas do género Cymbopogon
apresentam efeitos antimicrobianos contra uma vasta gama de
fitopatégenos em pds-colheita, como, por exemplo, Alternaria alternata,
A. niger, A. ochraceus, B. cinerea, Monilia fructigena, P. digitatum ¢ P.
expansum (Frankova et al., 2016; Nguefack et al., 2009).

Os OEs de melaleuca, palmarosa e anis estrelado tiveram seus
efeitos fungicidas confirmados em meio de cultivo (BDA) prevenindo o
desenvolvimento de coldnias de P. expansum mesmo apds os OEs terem
sido removidos do ambiente de incubagdo. Por outro lado, o nimero de
colonias de P. expansum aumentou de 80 para 100 quando o OE de
vetiver foi removido das placas de Petri, indicando apenas um efeito
fungistatico deste OE contra o fungo (dados ndo mostrados).

De acordo com os resultados obtidos, foi demonstrado que a
atividade antimicrobiana de um determinado OE contra o fitopatégeno
P. expansum depende de varios fatores, como sua natureza quimica,
concentragdo a ser utilizada, tempo de contato, e também do método
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utilizado. Tais resultados sdo consistentes com aqueles encontrados por
Znini et al. (2013) que observaram que o OE de Pulicaria mauritanica
apresentou um efeito fungicida ou fungistatico contra 4. alternata e P.
expansum in vitro, sendo dependente do método utilizado, da sinergia
entre os compostos do OE, e também de sua dose.

Assim, com base no apresentado, os resultados acerca dos
mecanismos de agdo e os efeitos in situ foram realizados apenas
utilizando-se a fase de vapor dos OEs de palmarosa, melaleuca e anis
estrelado.

3.2. Mecanismos de agdo dos OEs contra P. expansum

Os OEs de melaleuca, palmarosa e anis estrelado ndo causaram
danos a parede celular dos conidios de P. expansum, e nem geraram
espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelulares mesmo apds 6 horas
de contato (dados ndo mostrados). Por outro lado, os 3 OEs estudados
causaram danos a membrana plasmatica dos conidios de P. expansum
(Tabela 2.2).

Um aumento das unidades relativas de fluorescéncia foi
observado apo6s 3 horas de contato entre os OEs e o fungo, chegando a
um maximo de 2,93 x 10°, 2,90 x 10° e 2,16 x 10° unidades relativas de
fluorescéncia apds 6 horas de exposi¢do aos OEs de anis estrelado,
palmarosa e melaleuca, respectivamente, demonstrando que os danos a
membrana plasmatica dos conidios de P. expansum aumentaram com o
passar do periodo de exposi¢cdo, ao passo que no controle os valores
variaram entre 1,60 e 1,55 x 10° unidades relativas de fluorescéncia
(Tabela 2.2).
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Tabela 2.2. Valores relativos aos danos na membrana plasmatica do fungo
Penicillium expansum ocasionados pelos 6leos essenciais (OEs) de melaleuca,
palmarosa e anis estrelado (500 ppm) mensurados em unidades relativas de
absorbancia (iodeto de propideo), TBARS (espécies reativas de acido
tiobarbiturico), e extravasamento de DNA, proteinas e agucares.

Tempo (horas)

0 3 6
Tratamentos Danos na Membrana Plasmatica
———————————— Unidades Relativas de Absorbancia (x10000)
Agua 16,00 + 0,79 11,66 +330C 15,52+0,82C
Melaleuca 16,00 + 0,79 13,76 +0,15C 21,63+ 041 B
Palmarosa 16,00 + 0,79 17,56 + 0,72 B 29,05 +425 A
Anis estrelado 16,00 + 0,79 20,73 +0,85A 2933 +1,52A
Tratamentos TBARS
———————————— pmol de TBARS / grama de proteinas
Agua 0,99 + 0,08 1,61 +0,50B 1,23+ 0,43 D
Melaleuca 0,99 + 0,08 2,77 +049B 4,53+0,71C
Palmarosa 0,99 + 0,08 2,20 + 0,60 B 587+047B
Anis estrelado 0,99 + 0,08 5,87 + 0,47 A 7,72 + 0,29 A
Tratamentos Extravasamento de DNA
———————————— ng de DNA / grama de micélio
Agua 0 11,50 +230A 13,15+ 134D
Melaleuca 0 14,63 + 0,38 B 19,63 +2,63 C
Palmarosa 0 18,65+ 0,42B 31,68+ 3,80B
Anis estrelado 0 47,49 +19,66 C 69,28 +531 A
Tratamentos Extravasamento de Proteinas
B — ng de proteina / grama de micélio
Agua 5,38 +4,21 10,54 +0,09C 10,96 + 0,70 D
Melaleuca 5,38 +4.21 16,72+ 1,13 B 18,68 + 0,62 B
Palmarosa 5,38 +4.21 1233 +1,50C 14,61 +1,77C
Anis estrelado 5,38 +4.21 34,72 + 11,53 A 39,29 + 12,64 A
Tratamentos Extravasamento de Ac¢ucares
———————————— mg de glicose / grama de micélio
Agua 1,24 + 0,05 1,81 + 0,10 C 1,64 + 0,05 D
Melaleuca 1,24 + 0,05 3,89 +0,32A 578+ 0,29A
Palmarosa 1,24 + 0,05 2,07 +0,11 B 2,40+0,21C
Anis estrelado 1,24 + 0,05 2,29 +0,12 B 3,00+0,01 B

Médias seguidas por letras maiusculas iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p <0,05).

Estes resultados foram confirmados a partir da andlise por
TBARS, onde a suspensao de conidios de P. expansum exposto apenas a
agua destilada por até 6 horas ndo apresentou diferencas significativas
nos niveis de TBARS (Tabela 2.2). No entanto, quando os conidios
foram expostos aos OEs de melaleuca, palmarosa e anis estrelado por 3
horas, 2,77, 2,20 e 5,87 pmol de TBARS por g de proteina foram
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quantificados, respectivamente (Tabela 2.2), chegando a 4,53, 5,87 e
7,72 pmol de TBARS por g de proteina apds a exposicao por 6 horas ao
vapor dos OEs de melaleuca, palmarosa e anis estrelado,
respectivamente (Tabela 2.2).

Além disto, um total de 2,40, 3,00 e 5,78 mg de glicose por g de
massa umida de micélio foi extravasada do micélio de P. expansum para
o meio apds 6 horas de exposicdo destes ao vapor dos OEs de
palmarosa, anis estrelado e melaleuca, respectivamente (Tabela 2.2).
Observou-se também um aumento no extravasamento de proteinas e de
DNA do micélio do fitopatdégeno para o meio ao longo do tempo,
chegando a um maximo de 39,29, 18,68 e 14,61 pg de proteina por g de
massa umida de micélio e de 69,28, 31,68 ¢ 19,63 ng de DNA por g de
massa umida de micélio apo6s 6 horas de exposi¢do destes ao vapor dos
OEs de anis estrelado, palmarosa e melaleuca, respectivamente (Tabela
2.2).

Uma caracteristica fundamental dos compostos dos OEs ¢ a sua
natureza hidrofobica, o que lhes permite interagir com as camadas
lipidicas da membrana plasmatica dos fungos de diferentes formas, por
exemplo, desfazendo as suas estruturas e, consequentemente,
perturbando a integridade celular e assim levando ao extravasamento de
compostos celulares, ou mudando a permeabilidade da membrana
plasmatica, afetando o fluxo de protons e, deste modo, alterando as
concentragdes de ions intracelulares, levando a uma alteracdo dos
processos metabolicos (Burt, 2004; Sivakumar e Bautista-Bafios, 2014).

De fato, os dados coletados no presente estudo evidenciam que
os OEs de melaleuca, palmarosa e anis estrelado sdo capazes de interagir
com as camadas lipidicas celulares dos conidios de P. expansum,
causando severos danos a estas, o que esta de acordo com os resultados
de Pérez-Alfonso et al. (2012) e Znini et al. (2013).

Estes danos podem ser atribuidos a capacidade antioxidante dos
OEs de melaleuca, anis estrelado e palmarosa, que apresentaram uma
alta capacidade de sequestrar os radicais livres em um ensaio realizado
com DPPH, inibindo o consumo de DPPH em 29, 69 e 83%,
respectivamente (dados ndo mostrados). Nesse sentido, a interagdo entre
os OEs e os seus componentes com a membrana plasmatica dos conidios
de P. expansum parece ocorrer a partir do sequestro de moléculas de
radicais livres presentes na membrana lipidica, a partir da reacdo com os
ions H', K ou Ca*" presentes na superficie ou através da membrana,
causando os danos mencionados posteriormente, e estando de acordo
com Prashar et al. (2003) e da Rocha Neto et al. (2015).
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3.3. Efeito in situ do vapor dos OEs contra P. expansum

A incidéncia de P. expansum foi observada em todos os frutos
14 dias ap6s a inoculagdo, independente do OE utilizado (dados nao
mostrados). Por outro lado, o vapor dos OEs de palmarosa e anis
estrelado promoveram a reducdo significativa de 0,2 cm por dia no
crescimento da lesdo nos frutos de mag¢d em comparagdo aos tratados
com o vapor do OE de melaleuca ou do controle, isto é, daqueles ndo
tratados (dados ndo mostrados).

De acordo com Hac-Wydro et al. (2017) e Prakash et al. (2015),
existem diversas limitagdes para o uso dos OEs como preservativos
alimentares, tais como sua eficicia antimicrobiana, que depende
diretamente do pH, temperatura e grau de contaminagdo do ambiente e
do alimento; sua natureza volatil, que restringe sua aplicagdo devido a
perda acidental durante a aplicacdo e transporte destes em embalagens,
sua rapida degradacdo devido a composi¢do quimica, isto é, sua
oxidagdo pela luz e temperatura, além da interferéncia na palatabilidade
do alimento, isto €, na possivel modificacdo do sabor do alimento,
restringindo a concentragdo maximo que os mesmos (OEs) possam ser
utilizados.

Apesar de minimas, as diferencas observadas no
desenvolvimento do fungo in situ estdo de acordo com os estudos
mencionados anteriormente (Hac-Wydro et al., 2017; Prakash et al.,
2015), e demonstram que a atividade antimicrobiana dos OEs ¢
realmente dependente dos diversos fatores supracitados.

No entanto, tais limitagdes podem ser facilmente solucionadas
utilizando diferentes técnicas, tais como o micro-encapsulamento
(Almenar et al., 2007), revestimentos comestiveis (Guerreiro et al.,
2015), nanofibras (Wen et al., 2016), embalagens bioativas (Malhotra et
al., 2015), dentre outras, desde que sejam consideradas as interacdes
entre os OEs, o material das embalagens e os fenomenos envolvidos
(migragdo, permeagdo e absorcdo), e os frutos (Ribeiro-Santos et al.,
2017).

4. Conclusao

Os oleos essenciais de melaleuca, palmarosa e anis estrelado
utilizados na forma de vapor inibiram completamente a germinacao in
vitro de P. expansum, mesmo em baixas concentragdes, como 125 ppm
ou 250 ppm. Em adi¢do, todos os OEs causaram o extravasamento de
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agucares, proteinas ¢ DNA do patdégeno para o meio, além de uma
quantidade mensuravel de danos lipidicos (TBARS), indicando que
danos severos foram ocasionados na membrana plasmatica do
fitopatégeno. Por serem classificados como GRAS, poderiam ser uma
alternativa aos fungicidas comumente utilizados para o controle do bolor
azul no pds colheita de magas.

No entanto, por apresentarem diferentes moléculas, com
diferentes estruturas, que estdo diretamente correlacionadas com o
potencial antimicrobiano e antioxidante dos OEs, outros estudos sdo
necessarios para melhor entender seus efeitos antimicrobianos contra o
bolor azul, e seus efeitos sobre a fisiologia dos frutos de maca e as
possiveis interagcdes com os materiais utilizados como embalagens.
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CAPITULO 3 — FATORES QUE AFETAM A EFICIENCIA DE
APRISIONAMENTO DE B-CICLODEXTRINAS E SEUS
EFEITOS NA FORMACAO DE COMPLEXOS DE INCLUSAO
CONTENDO OLEOS ESSENCIAIS

O presente capitulo teve por objetivo central encapsular os
oleos essenciais (OEs) selecionados no capitulo anterior, bem como
determinar a influéncia dos diversos fatores que podem afetar este
processo. Tal objetivo foi baseado na necessidade de se proteger os OEs
contra os fatores extrinsecos e intrinsecos a estes, tais como:
temperatura do ambiente, umidade relativa (RH), sua natureza volatil, e
sua rapida degradacdo relacionada a sua composi¢do quimica, isto &,
oxidacdo pela luz e temperatura, que podem afetar diretamente o seu
potencial antimicrobiano contra o fungo Penicillium expansum.
Ademais, com o processo de encapsulamento, vislumbra-se a sua
utilizacdo (OEs) em sistemas comerciais. Destaca-se aqui que o OE de
Melaleuca alternifolia foi retirado das subsequentes analises e,
consequentemente, dos capitulos 3 e 4, por ndo constar no banco de
dados do FDA como GRAS para utilizacgdo em alimentos. Isto
possivelmente devido aos compostos presentes em sua composicio e
suas interagdes, isto ¢, terpinen-4-ol (~40%), gamma-terpeno (~20%),
alpha-terpeno (~10%), terpinoleno (~3,5%), dentre outros.

Ademais, os resultados deste capitulo foram publicados na
revista “Food Hydrocolloids”, Vol. 77 C, 2018, p. 510-524, e podem ser
encontrados na integra por meio do enderego:
http://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.10.029, assim como a se¢do de
Material e Métodos e Introdugdo. A numeragdo das figuras e tabela
abordadas neste capitulo segue a ordem e numeragdo utilizadas naquele
artigo
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RESUMO

As B-ciclodextrinas (B-CDs) sdo macromoléculas de amido
capazes de aprisionar compostos hidrofobicos em solugdes aquosas. O
objetivo deste estudo foi determinar, pela primeira vez, os principais
fatores que afetam a eficiéncia de aprisionamento (EA) das B-CDs
utilizando os 6leos essenciais (OEs) de palmarosa e anis estrelado como
modelos de moléculas hidrofébicas. Os resultados obtidos demonstram
que a EA das B-CDs ¢ afetada por diferentes fatores, como a quantidade
intramolecular de agua, a ordem de adi¢do entre os OEs e as 3-CDs, a
composi¢do quimica dos OEs, a concentracdo de OEs utilizados, o
processo de secagem, e o solvente de extracdo utilizado.
Consequentemente, a EA das B-CDs variou entre 1,05 a 63,7% e de 9,84
a 70,7%, para os OEs de palmarosa e anis estrelado, respectivamente.
Os novos complexos de inclusdo (ICs) obtidos foram caracterizados
térmica e fisico-quimicamente, e sua cinética de liberagdo medida em
diferentes condi¢cdes ambientais de modo a se relacionar as informagdes
de estrutura as informacdes de aprisionamento e libera¢do controlada.
Este estudo demonstrou a importancia dos diversos fatores acima
mencionados de modo a se obter valores adequados de EA, servindo
como um guia para a otimizacdo da EA das 3-CD.
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1. Introducio
1.1. Caracterizag¢do dos dleos essenciais (OEs)

De modo a se identificar as caracteristicas fisico-quimicas
relacionadas as interagdes existentes entre os OEs ¢ as B-ciclodextrinas
(B-CDs), capazes de formar diferentes complexos de inclusao (ICs), os
OEs utilizados foram caracterizados quanto as suas composi¢des
quimicas, incluindo os componentes volateis e suas quantidades
relativas, além de determinadas suas solubilidades em agua (mg/mL).
Os resultados desta caracterizacdo podem ser encontrados na Tabela 1
do artigo. As analises dos OEs por meio de cromatografia gasosa
acoplada ao detector de massas (GC/MS) revelou a presenca de 7 ¢ 6
compostos volateis nos OEs de palmarosa e anis estrelado,
respectivamente. O composto majoritario encontrado no OE de
palmarosa foi identificado como o monoterpeno geraniol (73,53 %),
seguido dos compostos acetato de geraniol (11,58 %) e linalool (6,46
%), ao passo que, para o OE de anis estrelado, foram encontrados como
compostos majoritdrios o éter aromatico ndo-saturado frans-anetol
(72,84 %), o fenil propano estragol (16,80 %), e o linalool (4,41 %).

Tais resultados estdo de acordo com os encontrados por Rao et
al. (2005), que descrevem o geraniol, acetato de geraniol e linalool como
os principais constituintes do OE de palmarosa, e também com Singh et
al. (2006), que reportaram os compostos trans-anetol e estragol como os
principais constituintes do OE de anis estrelado. Deste modo, os OEs
utilizados neste estudo foram considerados como puros, sem
adulteragdes ou contaminagdes e, assim, aceitaveis para o uso.

A diferenca da composi¢do quimica existente entre os OEs
ocasiona uma diferenga em sua solubilidade aquosa. Os compostos
geraniol e acetato de geraniol, os dois principais compostos do OE de
palmarosa (85,11%), sdo classificados, respectivamente, como pouco e
muito pouco solivel em agua, ao passo que o trans-anetol e o estragol,
os principais compostos do OE de anis estrelado (89,64%), sdo
respectivamente considerados como muito pouco soluveis ou
praticamente insoliiveis em agua. Consequentemente, conclui-se que o
OE de palmarosa ¢ mais soluvel em dgua do que o OE de anis estrelado.
Todas as relagdes entre quantidade relativa e solubilidade destes e dos
demais compostos podem ser encontradas na Tabela 1 do artigo. Tais
relacdes foram determinadas para melhor se compreender os diferentes
efeitos do tipo de solvente extrator na EA (se¢do 1.2.1), dentre outros.



60

A solubilidade de um determinado composto em um
determinado solvente define a quantidade méaxima que este composto
serd completamente dissolvido no solvente de interesse. Deste modo, se
o composto ¢ classificado como praticamente insoluvel em dgua apenas
uma pequena fracdo deste sera dissolvido, neste caso, em agua. Isto ira
resultar em baixos valores de absorbancia e, consequentemente, em uma
baixa EA, mesmo se a EA inicial foi grande. Tais observagdes estdo de
acordo com o trabalho de Wan et al. (2017), que reportaram que, quando
misturados em 4gua, o geraniol e o linalool ndo sdo devidamente
detectados por espectrofotometria de UV-vis devido a sua baixa
solubilidade em 4gua, o que previne sua completa dissolucdo neste
solvente. Deste modo, a sele¢do de um solvente adequado para extragdo
¢ de fundamental importancia quando se tenta determinar a EA de uma
determinada molécula.

1.2. Efeitos de diferentes fatores sobre a eficiéncia de
aprisionamento (EA) das [3-CDs

A quantidade de agua intramolecular das B-CD, a composi¢do e
a concentragdo dos OEs, bem como a ordem de adigdo dos compostos
nos solventes (OEs antes ou depois das 3-CD), o processo de secagem
dos ICs formados, e o tipo de solvente extrator sdo fatores que
apresentaram efeitos distintos na EA das B-CDs, e serdo discutidos
abaixo.

1.2.1. Efeitos do tipo de solvente para extragdo

A Figura 1 do artigo mostra como o tipo de solvente de
extragdo afeta a EA das B-CD. Nota-se que a menor recuperagdo para
ambos OEs a partir das B-CD ocorre quando o solvente orginico
acetonitrila é utilizado como extrator (Figuras 1A e E). Neste sentido,
uma menor quantidade do OE de palmarosa foi recuperada em
comparacdo com o OE de anis estrelado quando utilizado acetonitrila,
indicando a menor afinidade dos principais compostos do OE de
palmarosa com o solvente em questdo. No outro extremo, a maior
recuperagdo do OE de palmarosa a partir das B-CD ocorreu quando a
agua foi utilizada como solvente (Figura 1D). Por outro lado, a maior
recuperagdo do OE de anis estrelado ocorreu utilizando-se metanol
(Figura 1F) ou uma mistura de metanol: adgua (Figura 1G) como
solventes.
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Quando utilizado como solvente, a agua ndo foi capaz de
recuperar mais do que 60% dos compostos de ambos OEs, devido a
baixa solubilidade destes (Tabela 1). No entanto, observou-se uma
maior recupera¢do para os compostos do OE de palmarosa em
comparacdo aos compostos do OE de anis estrelado, possivelmente
devido a maior solubilidade em agua dos compostos do primeiro em
relacdo ao segundo (Tabela 1). No entanto, a quantidade de o6leo
recuperada dos ICs formados, isto ¢, ICp (palmarosa) e ICsa (anis
estrelado) foram similares (Figuras 1D e H). Isto pode ser atribuido a
diferente solubilidade em dgua dos compostos ndo volateis dos OEs que
contribuem para o EA, o que ¢ maior no caso do OE de anis estrelado.

O metanol se mostrou um bom solvente de extragdo para o OE
de anis estrelado puro, e também quando misturado em agua (EA ~
80%). Estes resultados mostram que, embora os OEs sejam
considerados altamente soliveis em solventes orginicos, o tipo de
solvente organico (isto é, metanol versus acetonitrila) afeta de forma
significativa a EA resultante, o que estd em conformidade com o
trabalho de Reineccius et al. (2005). Além disso, quando utilizada para
calcular a EA das B-CD (Samperio et al., 2010), a 4gua deveria ser
considerada apenas como um solvente de extragdo para os OEs que
possuem compostos de baixa solubilidade em solventes polares.

Enquanto a EA ¢ comumente avaliada usando-se apenas um
unico solvente para a extragdo do guest (aprisionado/encapsulado) a
partir do host (aprisionante/encapsulante), os resultados acima
demostram que a utilizacdo de diferentes solventes para extrair o guest
(composto tnico ou uma mistura de compostos diferentes, como os
OEs) deveria ser considerada. Deste modo, a selegdo do solvente de
extragdo deve ser decidida somente apos uma cuidadosa caracterizagao
da composi¢@o quimica do guest.

1.2.2. Efeitos dos tipos de OEs e suas concentragdes

O tipo de OE também afetou a EA das B-CD, onde o ICsa
apresentou maior EA do que o ICp, com um aumento de 2 a 3 vezes,
dependendo do tipo de solvente de extracdo utilizado (Figura 1). Tais
diferencas na EA podem ser atribuidas a composi¢do diferente dos EOs
utilizados (Tabela 1). O geraniol e acetato de geraniol, que constituem
cerca de 85,11% do OE de palmarosa, sdo, respectivamente, um éster de
cadeia com 8 atomos de carbono, ¢ um éster de cadeia com 10 carbonos,
ao passo que o frams-anetol e o estragol, que constituem
aproximadamente 89,64% do OE de anis estrelado, sdo isomeros de 10
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carbonos que diferem quanto a localizagdo da ligagdo dupla que contém
o anel aromatico. A diferenca quimica entre os principais compostos dos
dois o6leos se traduz em diferencas de afinidade, peso molecular e
também solubilidade, que resultam em diferentes capacidades de
complexacdo com as B-CD e, consequentemente, na formacdo de
diferentes ICs (Figura 1).

Por exemplo, o geraniol, o principal composto do OE de
palmarosa, esta possivelmente preso a B-CD devido as ligacdes de
hidrogénio formadas entre o grupo hidroxila do geraniol e o grupo
hidroxila primario da cavidade das B-CD (Kayaci et al., 2014), ao passo
que o trans-anetol, principal composto do OE de anis estrelado, esta
possivelmente formando fortes ligacdes com os protons das B-CD,
entrando na cavidade destas por meio do seu grupo metoxilo ou etileno
(Kfoury et al., 2014). Da mesma forma, Hill et al. (2013) observaram
diferentes EA ao utilizarem os OEs do extrato de broto de cravo e do
extrato de casca de canela (77,47% e 41,72%, respectivamente).

O efeito da concentragdo dos OEs na EA das B-CD depende
fortemente do tipo de o6leo (Figura 1). Para o OE de palmarosa, uma
maior concentragdo do 6leo (3%) resultou em uma maior EA (p 0,05),
independentemente do solvente utilizado. Concentragdes menores do
OE tiveram pouco efeito sobre a EA das B-CD. Por exemplo, quando a
agua foi utilizada como solvente, uma EA de 64% foi obtida para o ICp,
ao passo que o OF de palmarosa a 3% diminuiu para aproximadamente
40% os demais ICp (Figura 1D). Estes resultados sdo semelhantes aos
relatados por Ayala-Zavala et al. (2008), que observaram um aumento
da EA das B-CD a medida que houve um aumento da quantidade de dleo
de cancla e 6leo de alho na solugdo. Em contraste, uma concentragdo
aumentada do OE de anis estrelado (0,3 e 3%) resultou em uma mesma
ou pouca diminui¢do da EA das B-CD, sendo que tal diminui¢do s6 foi
observada quando os solventes metanol e 4gua foram utilizados (Figura
1F ¢ H).

Os resultados da cromatografia gasosa acoplada ao detector de
chama i6nica (GC-FID) (Figura 2), obtidos sem o uso de solventes,
confirmaram os resultados acima: (1) a maior EA das B-CD foi obtida
com o OE de anis estrelado e ndo com o OE de palmarosa e; (2) quanto
maior a concentragdo de um OE, maior a EA para o ICp, mas ndo para o
ICsa. Com base nos resultados acima, as secdes 1.2.3 a 1.2.5 (3.2.3 a
3.2.5 do artigo) apresentam e discutem apenas os resultados de EA
obtidos usando como solventes de extragdo dgua, e metanol: agua para
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os ICp e ICsa, respectivamente, sendo ambos obtidos utilizando a
concentra¢do do OE de 3%.

1.2.3. Efeitos do contetido de agua intramolecular das 3-CD

O processo de encapsulamento/aprisionamento de um guest
lipofilico nas B-CDs tém sido relatado na literatura ocorrendo a nivel
supramolecular, com a substituicdo das moléculas de agua que ocupam a
cavidade central das B-CD por um guest lipofilico ou por suas fragdes,
sendo mantidos dentro desta cavidade por forcas hidrofobicas e por
interagdes de van de Waals (Pinho et al., 2014). Acredita-se que tal
processo pode ser facilitado quando as moléculas de dgua presentes na
cavidade central das B-CD sdo removidas por meio de um processo
prévio de secagem, por exemplo, secagem em estufa ou liofilizacdo. No
entanto, os efeitos do tempo de secagem no comportamento das B-CDs
ndo sdo muito conhecidos.

Neste sentido, sabe-se que as 3-CDs ocorrem na natureza como
conglomerados ¢ ndo como uma unica particula (Joo et al., 2012). No
presente trabalho, verificou-se que tais conglomerados aumentavam de
tamanho a medida que o tempo de secagem foi aumentado (Figura 3).
Tal mudanca conformacional pode ser atribuida ao agrupamento dos
conglomerados devido a perda das moléculas de 4gua intramoleculares,
liberando grupamentos quimicos existentes nas moléculas das B-CDs
para formar novas ligagdes entre elas.

Tal mudanca na quantidade de moléculas de agua dentro da
cavidade das 3-CDs e sua conformagdo impactou diretamente na EA das
B-CDs (Figura 4). O tempo de secagem das 3-CDs antes do processo de
encapsulamento/aprisionamento afetou diretamente a quantidade do OE
de palmarosa que foi aprisionado, aumentando em 50% a EA quando as
B-CDs foram secas em estufa a vacuo por 30 minutos quando
comparado a ndo secagem (0 minutos) ou 15 minutos de secagem
(Figura 4A). Em contraste, quantidades semelhantes do OE de anis
estrelado foram aprisionadas quando as B-CDs foram secas ou ndo
(Figura 4B). Tal diferenca na EA pode ser atribuida a diferente
composi¢do quimica dos componentes principais dos OEs em questdo,
resultando em uma maior interagdo dos componentes do OE de
palmarosa com os grupamentos disponiveis na cavidade das B-CDs
anteriormente ocupadas com moléculas de agua e, deste modo,
preenchendo-as com o OE.

Kayaci et al. (2014) foram capazes de aprisionar uma fragdo do
composto geraniol, o principal composto do OE de palmarosa em B3-CD,
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a partir de ligagdes formadas entre o grupo hidroxilo do geraniol e do
grupamento hidroxilo primério existente na cavidade das B-CDs. Por
outro lado, foi relatado que o trans-anetol, o principal composto do OE
de anis estrelado ¢ capaz de formar fortes ligacdes com os protons das B3-
CDs, penetrando diretamente em sua cavidade por meio de seu
grupamento metoxilo ou etileno (Kfoury et al., 2014). Assim, o
deslocamento das moléculas parece facilitar o processo de
encapsulamento de um guest nas B-CDs. No entanto, tal processo
funciona apenas para moléculas capazes de preencher as areas da
cavidade das B-CDs anteriormente ocupadas pelas moléculas de agua.

Embora a substituicdo das moléculas de dgua que ocupam a
cavidade central das B-CDs por um guest tenha sido sugerida como a
forcza  que  impulsiona a  complexagdo, isto &, 0
aprisionamento/encapsulamento (Galvao et al., 2015), os resultados do
presente trabalho demonstram que a composicdo do guest € tao critica
para a EA quanto a quantidade de dgua existente na cavidade central das
(3-CDs.

1.2.4. Efeitos do processo de secagem dos ICs

O impacto na EA do tipo de processo utilizado para secar os
ICs formados ¢ ilustrado na Figura 5 do artigo. Observou-se um
decaimento de aproximadamente 3 vezes na EA do ICp quando utilizado
o processo de liofilizagdo (EA = 23,16%) em comparacdo ao processo
de secagem em estufa (EA = 63,72%) (Figura 5A). Esta diferenca pode
ser atribuida a perda do geraniol que, possivelmente, estava ligado as
moléculas de dgua que foram removidas da cavidade das B-CD durante
o processo de sublimagao.

Teoricamente, a formagdo de pontes de hidrogénio entre o
geraniol e as moléculas de dgua que ocupam a cavidade das B-CD ¢
viavel devido as caracteristicas quimicas das duas moléculas. Assim,
possivelmente ndo foram observadas perdas de geraniol ligada as
moléculas de dgua durante o processo de secagem em estuga devido ao
uso de uma temperatura de secagem muito abaixo do ponto de ebuli¢do
do geraniol. Outros compostos do OE de palmarosa nido parecem ter
contribuido significativamente para as perdas na EA causadas pelos
diferentes processos de secagem, uma vez que apenas a perda do
principal composto do OE de palmarosa poderia justificar uma EA 3
vezes menor de um processo em relagdo ao outro.
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Por outro lado, ndo foram observadas diferengas na EA para os
ICsa, independente dos processos acima mencionados (Figura 5B). Tal
fato pode ser explicado devido as ligacdes formadas serem mais fortes
entre as B-CD e o trans-anetol, em comparagdo as ligacdes entre as B3-
CD e o geraniol. Sabe-se que o trams-anetol forma ligacdes com os
prétons das B-CD (Kfoury et al., 2014), ao passo que o geraniol ¢ ligado
as B-CD principalmente por interagdes de van der Waals (Kayaci et al.,
2014). Tais tipos de ligacdes permitiram que o trams-anetol fosse
mantido dentro da cavidade central das B-CD durante as condigdes
severas do processo de sublimagdo, o que ndo ocorreu com o geraniol
durante o processo de liofilizagao.

Assim, o processo de liofilizagdo utilizado para secagem dos
ICs mostrou-se mais severo do que o método de secagem por estufa,
onde a auséncia do vacuo associado com uma temperatura mais amena
foi mais eficiente para manter os OEs aprisionados nas B-CD, uma vez
que tal processo ndo afetou as interagdes existentes entre as moléculas
dos OEs e os grupamentos quimicos da cavidade central das (-CD.
Hernandez-Sanchez et al. (2016) relataram que a liofilizagdo era mais
eficiente do que a secagem por pulverizagdo ou mesmo em estufa a
vacuo na secagem dos ICs formados entre B-CD e o OE de cravo. No
entanto, além de diferentes OEs, as configuracdes utilizadas pelos
autores foram muito diferentes daquelas utilizadas no presente trabalho
(6h, 100 Pa € =50 "C vs. 24h, 1333 Pa e —80 'C).

1.2.5. Efeitos da ordem de adigdao dos OEs

A ordem pela qual os OEs e as B-CDs foram adicionados em
solu¢do também afetou a EA das B-CD. Quando os OEs foram
adicionados em agua antes da B-CD, a EA foi reduzida de 63,72% para
34,04%, e de 70,71% para 60,82%, para ICp e ICsa, respectivamente
(Figura 6). Estas diferencas podem ser atribuidas a redugdo da
solubilidade em agua das B-CD devido a presenca dos OEs (Costa,
Medronho, Gongalves ¢ Romano, 2015), resultando em uma menor
quantidade de B-CD disponiveis em solugdo para o encapsulamento dos
compostos dos OEs.

1.3. Caracterizacdo térmica
Os perfis térmicos obtidos a partir da calorimetria diferencial de

varredura (DSC) e por termogravimetria (TGA) para os ICs formados,
isto ¢, ICp e ICsa foram comparados com os das B-CD e também com os
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dos OEs para confirmar o aprisionamento dos OEs nas B-CD, e também
para determinar suas propriedades térmicas.

A curva de DSC do OE de palmarosa (Figura 7A) apresentou
trés picos endotérmicos, onde os picos em torno de 25 e 220 C
correspondem aos pontos de fusdo e ebulicdo do OE, e o pico em torno
de 315 °C é relacionado ao seu ponto de fulgor. Além disso, observou-se
um pico exotérmico em torno de 348 °C, atribuido a degradagio do OE
de palmarosa. Da mesma forma, a curva de DSC do OE de anis
estrelado também apresentou trés picos endotérmicos por volta de 22,
225 e 330 °C, e um pico exotérmico em torno de 343 °C, sendo
associados aos pontos de fusdo, ebuli¢do, fulgor e degradacdo do OE de
anis estrelado, respectivamente (Figura 7A).

Tais resultados estdo de acordo com aqueles encontrados no
banco de dados “PubChem Substance” (2017), e também com os
resultados publicados por Menezes et al. (2012) para geraniol, Kfoury et
al. (2014) para o trans-anetol, Menezes et al. (2014) para linalool, e
Kfoury, Auezova, Ruella, Greige-Gerges ¢ Fourmentin (2015) para
estragole.

Por outro lado, a curva de DSC das B-CD apresentou dois picos
endotérmicos em torno de 100 e 300 °C, além de um pico exotérmico
por volta de 325 °C (Figura 7B). O primeiro pico endotérmico foi
atribuido a existéncia de agua intramolecular presa na cavidade das B-
CD conforme proposto em literatura e, devido ao seu tamanho reduzido,
ha confirma¢do de que a maioria da agua existente foi removida com
sucesso quando as B-CD foram secas durante 30 minutos (Figura 8). Os
outros dois picos exibidos correspondem aos pontos de fusdo e
decomposicdo das B-CD, respectivamente. Da mesma forma, Kohata,
Jyodoi e Ohyoshu (1993) relataram, a partir da andlise em DSC, que os
pontos de fusdo e decomposicao das B-CD desidratadas ocorreram por
volta de 300 e 320 “C, respectivamente.

As curvas de DSC dos ICs formados, isto ¢, ICp e ICsa (Figura
7B) ndo apresentaram os picos endotérmicos observados nas curvas dos
OEs, apresentando picos muito semelhantes aqueles observados nas
curvas das B-CD. Tais resultados corroboram que, de fato, houve um
completo aprisionamento dos OEs na cavidade central das B-CD. Da
mesma forma, Nieddu et al. (2014) afirmaram que o desaparecimento
total ou parcial de picos de um guest apos a formacdo de um IC ¢,
frequentemente, considerado como indicativo do encapsulamento do
guest no host, isto é, 3-CD.
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A figura 7C e D traz as curvas de TGA das B-CD, dos OEs, e
também dos ICp e ICsa. Os OEs apresentaram uma temperatura inicial
de evaporagdo a partir dos 90 ‘C, com o processo essencialmente
completo em torno de 170 'C (DW > 95%; Figura 7C). Tal resultado
corrobora com a identificagdo dos picos gerados no DSC como ponto de
ebuli¢do dos OEs, em torno dos 220 ‘C (Figura 7A). As temperaturas
ligeiramente mais altas nas quais os picos foram observados nos
diferentes métodos podem ser explicadas devido ao uso de diferentes
taxas de calor e também pelos diferentes gases utilizados, isto €,
nitrogénio puro vs. nitrogénio misturado com ar puro.

Da mesma forma, o inicio da degradagdo das B-CD ocorreu
entre 320 e 350 'C (DW ~ 80%; Figura 7D), sendo mostrada como um
pico no DSC a 325 °C (Figura 7B). Tal degradagio significativa das B-
CD a partir de 320 °C e com término em 350 °C foi previamente relatada
por Zhang et al. (2015) e por Menezes et al. (2012). A completa
degradacio das B-CD ocorreu a 550 ‘C, estando de acordo com Kohata
et al. (1993). Além disso, as curvas de TGA relativas aos compostos
trans-anetol e geraniol também estdo de acordo com a literatura
(Menezes et al., 2012; Zhang et al., 2015).

Ambos ICs apresentaram uma estabilidade térmica menor do
que a encontrada para as B-CD (Figura 7D). No entanto, embora tenha
sido encontrada uma mesma temperatura inicial de degradagdo para
ambos ICs (180 °C), observou-se uma maior estabilidade térmica do
ICsa em comparag@o ao ICp. Deste modo, o aprisionamento de um OE
em [(-CD diminui consideravelmente a estabilidade térmica da B-CD,
sendo dependente do tipo de OE encapsulado. Tais diferengas podem ser
relacionadas as diferentes ligacdes formadas entre os OEs e as 3-CD.

Embora a perda de massa mais rapida dos ICs comparadas as B-
CD possa ser atribuida a perda dos OEs, isto parece improvavel, uma
vez que ambos os OEs possuiam pontos de ebuligdo semelhantes, ao
passo que a perda de massa de ambos ICs ocorreu em fungdo da
temperatura de modos diferentes. Tais resultados novamente confirmam
a inclusdo por complexacdo entre os OEs de palmarosa ou anis estrelado
e as B-CD.

Além disso, os resultados também mostram que o
aprisionamento dos OEs em B-CD resulta em um aumento da
estabilidade térmica dos OEs. Este aumento da estabilidade térmica dos
guest, por exemplo, OEs presos em diferentes tipos de ciclodextrinas,
foi previamente relatado por Higueras, Lopes-Carballo, Cerisuelo,
Gavara e Hernandez-Munoz (2013); Kayaci et al. (2014); Marcolino,
Zanin, Durrant, Benassi e Matioli (2011).
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1.4. Caracterizagdo fisico-quimica
1.4.1. Difragdo de Raio-X em po

A figura 9 do artigo traz os espectros dos padrdes de difragdo de
Raio-X em p6 das B-CD e dos complexos de inclusdo ICp e ICsa. As B-
CD exibiram diversos picos cristalinos variando de 2,5 a 40° (26). Os
picos em 20 =9,5; 12,8; 13,3; 18,1; 24,7 e 35  indicam a forma cristalina
das B-CD. Embora ndo idénticos, tais resultados sdo similares aos
reportados por Chen e Liu (2016), e Wang et al. (2014). Estas diferencas
nos resultados podem ser explicadas devido a mudanga conformacional
do tipo cage para o tipo channel das B-CD, causadas pela secagem
prévia em estufa a vacuo, estando de acordo com Uyar, Hunt, Gracz e
Tonelli (2006).

O padrdo de difragdo do tipo channel ocorre quando as 3-CD
estdo alinhadas e empilhadas em cima uma das outras. Tal configuracao
das B-CD ¢ geralmente observada quando os complexos de inclusdo sdo
formados (Kayaci et al., 2014; Rusa et al., 2002). Em nosso estudo, a
ocorréncia de picos que se sobrepde entre os espectros de difragdo de
Raio-X em p6 dos ICs e das B-CD confirmam a conformagdo do tipo
channel dos 1Cs formados, isto €, ICp e ICsa. No entanto, picos distintos
também foram observados nos ICs. Tais picos foram observados em 20
=6,9; 11,9; e 33" para o ICp, e em 20 = 6,78; 15,18; 16,3; 20,6; e 24,5
para o ICsa. Isto reforca a formagdo de novas estruturas cristalinas e,
portanto, confirma o aprisionamento/encapsulamento dos OEs nas B-
CD.

1.4.2.Reflectancia total atenuada de espectroscopia de
infravermelho de transformagdo de Fourier (ATR-FTIR)

A técnica de ATR-FTIR foi utilizada para confirmar o
aprisionamento dos OEs nas B-CD a partir da comparagdo entre os
espectros (posicdo e intensidade dos picos) dos complexos de inclusdo
formados (ICp e ICsa) com os espectros obtidos das B-CD e dos OEs
(palmarosa e anis estrelado). Em adicdo, os espectros dos principais
compostos de cada OF também foram apresentados para se identificar as
diferencas e similaridades entre estes compostos e os ICs formados.

O espectro das 3-CD (Figura 10A e 10B) apresentou um pico
amplo na regido de 3400 cm™!, representando o estiramento vibracional
de O-H, e outro pico em 2976 cm™ devido as vibragdes de C-H. Picos
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na regido especifica (fingerprint) do espectro foram encontrados em
1160, 1100, 1035, 810 e 750 cm’. Tais picos estio de acordo com
aqueles reportados por Kfoury et al. (2014) e Wang et al. (2014).

Os picos em 3390, 2980, 2935, 2046 e 2025 cm™! observados no
espectro do OE de palmarosa (Figura 10A) demonstram as interagdes
que ocorreram entre os grupamentos O-H, C-H e CH,. Outros picos
foram observados proximos da regido do fingerprint no espectro do OE
de palmarosa em 1750 e 1715 cm™!, relativos ao estiramento vibracional
de grupamento C=0, em 1455 cm’, relativo ao grupamento OH, em
1385 cm™ associado ao grupamento CH», em 1246 e em 1100 cm’!
devido as vibragdes de C-C-C, e em 1010 cm™ relativo as vibragdes de
estiramento de C=C (Figura 10A).

Além destes, o espectro do OE de palmarosa apresentou picos
idénticos aqueles apresentados nos compostos geraniol, acetato de
geraniol e linalool. No entanto, mesmo presentes na mesma regiao, os
picos diferiram em intensidade, forma e/ou posi¢do. Por exemplo, a
vibragio devido ao estiramento em 1750 cm™ relativo ao grupamento
C=0 do OE de palmarosa fora observada em 1740 cm’!, e com uma
maior intensidade no espectro do acetato de geraniol (Figura 10A). Em
contraste, o pico observado em 1720 cm™” no OE de palmarosa foi
observado em outra posi¢io do espectro do geraniol (1680 cm™), no
entanto, com a mesma intensidade (Figura 10A). Os espectros de
geraniol e linalool encontrados na Figura 10A estdo de acordo com
Menezes et al. (2014 e 2012), respectivamente.

O espectro do OE de anis estrelado apresentou diversos picos
na regido inespecifica (non-fingerprint) associadas as interagdes dos
grupamentos O-H, C-H e CH, (3024, 2965 ¢ 2850 cm™). Por outro lado,
a regido especifica (fingerprint) do espectro do OE de anis estrelado
apresentou diversos picos proeminentes em 1600, 1515 e 1500 cm’
devido as vibragdes decorrentes do estiramento de C=C, em 1465, 1280
e 1244 cm™! associadas as vibragdes de C-O-C, em 1174 e 1035 cm’!
decorrentes das vibragdes de C-O, em 965 e 840 cm™' relacionadas as
vibragdes de C-H, e em 833 e 790 cm™ as vibra¢des de C-H. Em adigdo,
o espectro do OE de anis estrelado foi praticamente idéntico aos
espectros de trans-anetol e estragol (Figura 10B), que correspondem a
cerca de 92% dos compostos encontrados no OE de anis estrelado
(Tabela 1). Ademais, os espectros de frans-anetol e do estragol
apresentados na Figura 10B estdo de acordo com os encontrados por
Kfoury et al. (2014 ¢ 2015), e com Zhang et al. (2015).

Os espectros dos complexos de inclusdo formados (ICp e ICsa)
nao apresentaram grande parte dos picos observados em ambos OEs. Os
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poucos picos remanescentes foram observados em 1770, 1415 e 1381
cm’! relativos ao OE de palmarosa (Figura 10A), e em 1656, 1558 e
1296 cm! relativos ao OE de anis estrelado (Figura 10B). Tais picos
também podem ser observados nos espectros dos compostos principais
dos OEs com pequenas modificacdes devido as interacdes entre os
compostos dos OEs e as 3-CD.

As diferencas observadas entre os espectros dos ICs formados e
os espectros dos OEs indicam que aproximadamente todos os compostos
de cada um dos OEs foram incluidos nas cavidades das B-CD com
sucesso. O mesmo raciocinio foi reportado utilizando-se compostos
individuais no encapsulamento utilizando as B-CD (Gong et al., 2016;
Kfoury et al., 2014 e 2015; Rakmai, Cheirsilp, Mejuto, Torrado-Agrasar
e Simal-Gandara, 2017b).

1.5. Cinética de liberagdo dos OFEs a partir dos ICs formados

A liberacdo dos OEs de palmarosa e anis estrelado a partir dos
ICp e ICsa, em fungdo da umidade relativa (UR) do ambiente (0, 45 e
98%) e temperatura (4, 23 e 40 ‘C) sdo apresentados na Figura 11 do
artigo. Em ambos os casos, temperatura ¢ umidade relativa impactaram
de forma significativa a liberagdo dos OEs. A menor quantidade de
ambos os OEs foram liberados das B-CD quando os ICs foram expostos
a umidade relativa de 0%, independentemente da temperatura do
ambiente utilizada (Figura 11A e D). No outro extremo, o efeito da alta
umidade relativa foi dependente do tipo de OE.

Ja a liberagdo do OE de anis estrelado do ICsa aumentou
quando a UR também aumentou, ao passo que a liberagdo do OE de
palmarosa a partir do ICp foi semelhante para as duas UR, em todas as
temperaturas. Em relacdo a temperatura, a medida que a mesma
aumentou, houve também um aumento na liberacio do OE de
palmarosa, com um incremento de aproximadamente 100 ppm quando a
temperatura passou de 4 para 40 ‘C (Figura 11A-C). No entanto, a
quantidade méxima do OE de anis estrelado foi liberada aos 23 °C, e ndo
aos 40 'C (Figura 11E e F). De fato, a quantidade do OE de anis
estrelado liberado a partir do IC apos 24h foi a mesma em ambas
temperaturas, no entanto, aos 23 oC, 0s compostos continuaram sendo
liberados, ao passo que aos 40 ‘C, os compostos comegaram a ser re-
aprisionados/re-encapsulados. Este re-encapsulamento do OE de anis
estrelado foi observado em todas as UR testadas (Figura 11F).
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As demais combinagdes entre temperatura/UR resultaram em
uma liberacao gradual do OE de anis estrelado ao longo do tempo. Da
mesma forma, um aumento na volatilizagdo em fungdo do tempo
também foi observado para o OE de palmarosa para todas as
combinagdes de temperatura e UR, exceto para a temperatura mais baixa
(4 °C), onde a quantidade de OE de palmarosa foi a mesma a partir de
24h, independente da UR utilizada (Figura 11A).

Portanto, a exposicdo dos ICs a uma baixa temperatura (4 ‘C) e
baixa UR (0%) resulta na menor liberagdo de ambos OEs a partir das -
CD (Figura 11A e D), ao passo que a quantidade maxima do OE de
palmarosa (97 ppm) foi obtida quando o ICp foi exposto a uma maior
temperatura (40 'C) e UR mediana (45%), enquanto que a quantidade
maxima do OE de anis estrelado (63 ppm) foi obtida quando o ICsa foi
exposto a 23 C e 98% UR (Figura 11A e E).

Estes resultados demonstram como a temperatura e a UR
podem controlar a liberacdo dos OEs de palmarosa e anis estrelado a
partir das B-CD. Tal libera¢do controlada ja foi reportada para outros
guest encapsulados em B-CD (Almenar et al., 2007a; Almenar, Auras,
Rubino e Harte, 2007b; Joo et al., 2012; Kfoury et al., 2015; Merkel,
Joo, Rai, Ryser e Almenar, 2011; e Zhang et al., 2015).

Ademais, estes resultados corroboram com o fato de que o toro
esterico das B-CD atua como uma barreira capaz de proteger ou mesmo
conter a evaporagdo de compostos volateis, além de modular a sua
liberagao de acordo com as condi¢des ambientais (Mazzobre, dos Santos
e Buera, 2011; Wang et al., 2011; dos Santos, Buera e Mazzobre, 2012;
Zhang et al., 2015).

2. Conclusao

A eficiéncia de aprisionamento ou encapsulamento das 3-CD ¢
muito afetada por diversos fatores, como a quantidade de agua
intramolecular existente nas B-CD, a ordem de adi¢cdo em que os OEs e
as B-CD s3o colocados em solucdo, o tipo de OE utilizado, a
concentragdo dos OEs utilizados, o processo de secagem final dos ICs
obtidos, além dos solventes utilizados na sua recuperagdo. Diferentes
valores de EA podem ser obtidos dependendo das modificagdes
realizadas nos fatores listados acima, e, assim, valores imprecisos
podem ser reportados se isto ndo for levado em consideracao.

A secagem das B-CD por 30 minutos, a adigdo das B-CD em
agua antes dos OEs, a secagem dos ICs em estufa, além da determinacao
da concentracdo dos OEs e dos solventes mais adequados para a
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recuperagao dos OEs, sdo fatores que podem ser utilizados para otimizar
a EA das B-CD. Além disso, um ponto critico a se considerar para a
determinacdo da concentragcdo dos EOs e dos solventes ¢ a composi¢do
quimica dos OEs. A composi¢do quimica pode ainda afetar as
propriedades térmicas e fisico-quimicas dos ICs formados.

Finalmente, os OEs aprisionados/encapsulados podem ser
liberados dos ICs formados em niveis especificos desejados,
manipulando-se tanto temperatura como UR.
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CAPITULO 4 — EMBALAGENS BIOATIVAS DE FUNDO
DUPLO CONTENDO COMPLEXOS DE INCLUSAO
FORMADOS POR [(-CICLODEXTRINAS-PALMAROSA/ANIS
ESTRELADO PARA O ARMAZENAMENTO DE MACAS

Uma vez otimizados os processos de encapsulamento dos 6leos
essenciais (OEs) em B-ciclodextrinas (B-CD), assim como determinados
os fatores que influenciam na sua cinética de liberagdo ao ambiente, o
presente capitulo teve por objetivo utilizar os complexos de inclusdo
(ICs) obtidos no capitulo anterior (capitulo 3) contra o fungo P.
expansum in vitro, € também na protecdo dos frutos de maga contra esta
fitopatogeno in situ. Tal objetivo (capitulo) visou o desenvolvimento de
um prototipo de embalagem bioativa de funcionalidade comercial, capaz
de controlar o fungo P. expansum em frutos de macd nos diferentes
cenarios ambientais, isto €, com diferentes temperaturas e umidades
relativas, sem comprometer as propriedades fisico-quimicas dos frutos.

1. Introducao

A magd (Malus domestica Borkh.) ¢ um dos frutos cultivados
de maior importincia econdmica no mundo (FAO, 2017). Os frutos
podem ser armazenados em camaras frias para aumentar o seu tempo de
prateleira e permitir sua distribui¢do durante o ano (Morales et al.,
2010). No entanto, tal armazenamento nao € o suficiente para prevenir o
aparecimento de doengas nos frutos, como o bolor azul causado por
Penicillium expansum, servindo apenas para retardar o seu crescimento
e desenvolvimento (Baert et al., 2007).

Neste sentido, apesar da utilizagdo de fungicidas convencionais,
o bolor azul continua sendo o principal problema no armazenamento de
magas em todo o mundo (Buron-Moles et al., 2012). A mudanga dos
paradigmas e expectativas dos consumidores somados a constante
utilizacdo de poucas classes de principios ativos presentes nos
fungicidas, tem levado ao desenvolvimento de novas estratégias de
controle ecologicamente amigaveis, € que possam ser utilizadas
comercialmente (da Rocha Neto et al., 2016; Hac-Wydro et al., 2017).

Uma alternativa parece residir na utilizacdo dos 6leos essenciais
(OEs), devido as suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes e
antigenotoxicas (Hu et al., 2017; Sinha et al., 2011; Sung et al., 2012),
sendo classificados como GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo
FDA e permitidos na agricultura organica (Gofii et al., 2009; Hu et al.,
2017).
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Entretanto, uma limitacdo ao uso dos OEs directamente nos
alimentos reside em seus fortes aromas, alta volatilizagdo e oxida¢do, o
que pode resultar em perdas na eficiéncia bioldgica e causar
modificagdes nas caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas dos
alimentos (Ribeiro-Santos et al., 2017). Para superar tais problemas,
diversas técnicas tém sido desenvolvidas, tais como embalagens
bioativas, a complexa¢do do OEs em ciclodextrinas (Almenar et al.,
2007; Kfoury et al., 2015), em revestimentos (Guerreiro et al., 2015;
Perdones et al., 2016), (bio)filmes (Ramos et al., 2014; Wen et al.,
2016), (nano)fibras (Kayaci et al., 2014), dentre outros.

Com isto, os objetivos do presente capitulo foram: (1) avaliar os
efeitos antifingicos dos complexos de inclusdo (ICs) formados entre os
OEs e as B-ciclodextrinas in vitro contra P. expansum; (2) desenvolver
um protodtipo de embalagem bioativa associada aos ICs obtidos capaz de
controlar o desenvolvimento do bolor azul in situ, e (3) elucidar os
efeitos fisico-quimicos dos ICs obtidos nos frutos de maga.

2. Material e Métodos

2.1. Materiais

2.1.1.Oleos essenciais

Os oleos essenciais (OEs) de palmarosa e anis estrelado foram
adquiridos da empresa By Samia (S2o Paulo, Brasil), sendo extraidos
por destilagdo a vapor, e caracterizados por cromatografia gasosa (HP
6890, Agilent Technology, Califéornia, EUA) acoplada a espectroscopia
de massas (Pegasus III, LECO Corp., Michigan, EUA). Os resultados
podem ser encontrados por completo em
http://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.10.029.

2.1.2. B-ciclodextrinas e demais reagentes

As B-ciclodextrinas (B-CD) foram adquiridas da empresa
Wacker Chemical (Michigan, EUA). Todos os demais reagentes de grau
analitico utilizados no estudo foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich (Missouri, EUA).

2.1.3. Frutos de maca e fitopatdogeno
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Os frutos de magd cv. Red Delicious foram adquiridos,
selecionados, padronizados e armazenados a 6 'C + 2 "C na Michigan
State University (Michigan, EUA), antes de sua utilizagdo. As macas
foram desinfectadas por 2 minutos em solucdo de hipoclorito de sddio a
0,5 % (v/v), lavadas com agua corrente, e secas dentro de uma cabine de
biosseguranca (Class II BSC, ESCO, Tampines, Singapura) antes de
serem utilizadas nos experimentos.

Ja o fungo P. expansum foi isolado de um fruto de magd com
sintomas caracteristicos do bolor azul, identificado de acordo com suas
caracteristicas morfologicas, e crescido em meio de cultura BDA
(batata-dextrose-4gar), a 23 “C, por duas semanas. Para os experimentos,
apos 14 dias, os conidios foram coletados, adicionados a agua destilada
estéril, e a suspensdo de conidios ajustada a concentracdo desejada com
o auxilio de um hemacitometro. Para os experimentos in vitro, a
concentragio utilizada foi de 1x10° conidios/mL, ao passo que para os
experimentos in situ, a concentracio utilizada foi de 1x10* conidios/mL.

Todos os experimentos in vitro ou in situ foram montados
dentro da cabine de seguranca de modo a se evitar possiveis
contaminagoes.

2.2. Preparo dos complexos de inclusdo, eficiéncia de
aprisionamento e caracteriza¢do

As metodologias pelas quais os complexos de inclusdo (ICs)
com os Oleos essenciais de palmarosa (ICp) e anis estrelado (ICsa)
foram obtidos, assim como o método para determinacdo da eficiéncia de
aprisionamento/encapsulamento (EA) dos complexos formados, foram
descritos e podem ser encontradas em
http://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.10.029.

Além disso, as B-CDs, os OEs ¢ os ICs foram caracterizados
por meio de espectroscopia de Raman, utilizando o equipamento RXN1
(Kaiser Optical Systems, Michigan, EUA), equipado com um laser a
785 nm e uma sonda de fibra optica de ndo-contato (para fase sélida) ou
de contato (para fase liquida). Todos os espectros coletados possuiam
uma intensidade méaxima entre 30 a 40 mil contagens, resolucao de 4
cm’!, e foram coletados entre 200 a 3400 cm™'. O software HoloReact™
(Kaiser Optical Systems, Michigan, EUA) foi utilizado na curva de
resolucdo multivariada para plotar as mudangas observadas nas
carateristicas espectrais existentes correlacionadas as 3-CD, os OEs, e os
ICs.
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2.3. Ensaios biologicos

2.3.1. Determinag¢do do potencial antimicrobiano in vitro dos
ICs contra P. expansum

Os efeitos inibitérios dos ICs contra o fungo P. expansum
foram realizados em frascos de vidro de 250 mL. Para tanto,
adicionaram-se 10 mL de BDA aos frascos deixando-se solidificar sob
temperatura ambiente. Posteriormente, 25 pL de uma suspensdo de
conidios de P. expansum (10° conidios/mL) foram colocados no centro
dos frascos, diretamente no meio de cultura. Na extremidade do meio de
cultura, um pequeno cadinho de aluminio contendo 350 mg de um IC
também fora colocado. Os frascos de vidro foram imediatamente
fechados com tampas modificadas e lubrificante para alto vacuo, seladas
com parafilme, e incubados durante 5 dias em uma cabine de
temperatura controlada a 23 “C (PTC-1, Sable System, Nevada, EUA).

Frascos contendo apenas BDA, ou BDA e P. expansum, ou P.
expansum ¢ apenas as B-CDs foram utilizados como controle. Ademais,
a quantidade de um IC utilizado foi determinada baseando-se nos
resultados obtidos com os 6leos essenciais in vitro apresentados no
capitulo 2 desta tese, isto ¢ 125 ppm (anis estrelado) ou 250 ppm
(palmarosa). A avaliacao do experimento ocorreu diariamente, durante 5
dias, a partir da medicdo do didmetro da colonia formada por P.
expansum, sem a abertura dos frascos, e os resultados expressos em cm.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Em adi¢do, para mensurar a liberagdo dos OEs a partir dos ICs
no headspace e também a viabilidade das colonias de P. expansum
formadas nos frascos de vidro, uma “rolha” plastica (20 mm) foi
fortemente inserida nas tampas de aluminio dos frascos de vidro
anteriormente aos experimentos serem conduzidos, e seladas com
lubrificante de vacuo extremo.

A liberagdo dos OEs a partir dos ICs para o headspace dos
frascos de vidro foi mensurada diariamente, durante 5 dias, utilizando-se
a metodologia descrita em
http://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.10.029.

Além disso, a viabilidade do P. expansum foi confirmada a
partir da atividade respiratoria, calculando-se a propor¢do de O,/CO; no
headspace dos frascos de vidro por meio de cromatografia gasosa
acoplada a um detector de condutividade térmica (Trace GC Ultra,
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Thermo Scientific, Florida, EUA), equipado com uma coluna Zebron
ZB-1 (30 m X 0,32 mm X 0,25 pm; Phenomenex, Califérnia, EUA),
seguindo a metodologia proposta por Koutsimanis, Harte e Almenar
(2014), com modificagdes.

Para o estudo de viabilidade, um total de 50 uL do gas existente
no headspace foi coletado de cada frasco de vidro utilizando-se uma
seringa SGE (Supelco Analytical, Califérnia, EUA), e imediatamente
injetado na porta de split do GC. A temperatura inicial do oven foi
ajustada para 45 “C por 4 minutos, com um primeiro aumento para 190
°C a uma razdo de 60 ‘C/min, durante 1 minuto e meio, e novamente
aumentada para 230 °C, a uma razio de 120 ‘C/min, durante 1 minuto. A
temperatura do injetor foi fixada em 125 “C, com uma taxa de split e
razao de 150 mL/min e 30, respectivamente. A condutividade térmica do
bloco condutor foi fixada em 200 °C, ao passo que a temperatura de
transferéncia foi estabelecida em 190 ‘C. O GC foi previamente
calibrado utilizando-se quantidades conhecidas dos gases estudados, e
também de suas misturas (Airgas USA, Great Lakes, Ohio, EUA), e os
resultados expressos em percentagem de O, e COa.

2.3.2.Desenvolvimento das embalagens de fundo duplo e
determinacdo in situ do seu potencial antimicrobiano
contra P. expansum

Antes do desenvolvimento da embalagem de fundo duplo, um
experimento foi realizado com células de permeagdo cilindricas feitas de
aluminio (10,8 cm de diametro e 1,0 cm de profundidade) de modo a se
determinar o tipo de material a ser utilizado nas embalagens, evitando-se
a volatilizacdo dos compostos dos OEs para o exterior.

As embalagens foram desenvolvidas utilizando containers de
plastico rigido de PET (polietileno tereftalato) com 7 cm de
largura/profundidade, e 10 cm de altura, com um segundo fundo feito
também de PET. Em cada um dos suportes adicionados como novos
“fundos” foram feitos 90 micro perfuragdes (0,06 pm de didmetro) para
permitir a volatilizacdo dos compostos dentro da embalagem (Figura
4.1).
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Figura 4.1. Prototipo da embalagem de fundo duplo utilizada para manter a
sanidade de frutos de maga contra Penicillium expansum. Camara base para
deposi¢ao dos complexos de inclusdo (ICs) (A), coberta por um novo fundo
base (fundo duplo), contendo 90 micro perfuragdes, para suporte das macas (B)
no ambiente (C), selados com filme de polietileno tereftalato (PET) (D).

Os ensaios antimicrobianos in sifu contra P. expansum foram
realizados com as embalagens desenvolvidas. Os frutos de maga cv. Red
Delicious foram feridos na regido equatorial com uma agulha
padronizada (Imm x 5 mm) e imersos por 2 minutos em uma suspensao
de P. expansum (1x10* conidios/mL) preparada em agua destilada. As
macds foram imediatamente colocadas dentro das embalagens que
continham 1g de B-CD, ou 1 g de ICp, ou 0,5g de ICsa. Tais quantidades
dos ICs foram estabelecidas com base nos experimentos realizados in
vitro. Por sua vez, as embalagens contendo as magds e os compostos
foram imediatamente seladas com calor utilizando filmes de PET em um
equipamento de selagem de bandejas semiautomatico T200 (MultiVac,
Wolfertschwenden, Alemanha). Finalmente, as embalagens foram
mantidas a 25 “C, a umidade relativa proferida pelos frutos de magi, em
escuro, durante todo o periodo experimental. Foram realizadas 15
repetigdes por tratamento, onde uma unica embalagem contendo um
fruto com dois ferimentos foi considerada uma repeticao.
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A velocidade de crescimento da lesdo (VCL) foi determinada de
acordo com o proposto por da Rocha Neto, Maraschin e Di Piero
(2015), medindo-se o diametro da lesdo (cm) com o auxilio de uma
régua padronizada em cada uma das magas, a cada 4 dias, por 12 dias. A
velocidade de crescimento da lesdo foi entdo calculada a partir da média
do didmetro das lesdes durante o tempo de incubagdo, dada pela
férmula:

VCL =X (0 - 01 / t

Onde “6” indica o didmetro da lesdo em um determinado tempo
“t”. Os resultados finais foram expressos em cm/dia. Além disso, a
incidéncia ao final do experimento também foi calculada a partir da
divisdo do numero de lesdes que apresentaram lesdes caracteristicas do
bolor azul pelo niimero total de lesdes feitas, e os resultados expressos
em %.

Em adicdo, a liberacdo dos compostos a partir dos ICs
colocados no fundo das embalagens foi quantificada utilizando-se a
metodologia encontrada em
http://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.10.029.

A produgdo de etileno e a composi¢do de O2 e CO2 no interior
das embalagens também foram determinadas. Em termos de produgdo
de etileno, um total de 100 puL do headspace foi coletado de cada
embalagem, utilizando-se uma seringa SGE especifica para a
amostragem de compostos gasosos, ¢ injetado imediatamente na porta
splitless do GC HP 6890, equipado com o FID. A temperatura do oven
foi determinada em 150 ‘C por 8 minutos, e a temperatura do injetor em
220 °C, com um fluxo splitless de 2,0. A concentragio de etileno foi
quantificada a partir de curvas padrdes, previamente preparadas, sendo
expressas em ppm. Ademais, a taxa respiratoria (O2 e CO;) dos frutos
inoculados ou ndo, e tratados ou ndo, foram quantificadas conforme
descrito no item 2.3.1.

2.3.3. Analises fisico-quimicas dos frutos de maga

A partir dos experimentos descritos no item 2.3.2, cada um dos frutos de
maca foi coletado apds as analises cromatograficas supracitadas para a
realizacdo das analises fisico-quimicas em cada tempo amostral (0, 4, 8
ou 12 dias).

A perda de massa dos frutos (PM) foi quantificada a partir da
pesagem individual de cada um dos frutos, utilizando uma balanga
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analitica digital Discovery DV314C (Ohaus, New Jersey, EUA), e os
valores reportados como percentagem de perda de massa. Por sua vez, a
firmeza dos frutos (FF) foi medida utilizando-se um penetrometro de
frutos (Wagner FT Series, Connecticut, EUA), e os resultados expressos
em kg/cm’.

Ap0s as andlises de PM e FF, todos os frutos foram cortados em
4 pedacgos iguais, e batidos em liquidificador por 30 segundos para se
obter o extrato bruto. Os extratos foram mantidos em gelo para diminuir
a agdo enzimatica e reduzir a oxidagdo. O pH dos extratos foi
mensurado utilizando-se um medidor de pH/ions SevenCompact S220
(Mettler Toledo, Schwerzenbach, Suica). Por sua vez, a acidez titulavel
(AT) dos extratos obtidos foram determinadas a partir da titulagdo com
0,1 mol/L de NaOH até o pH final de 8,2, utilizando o medidor de
pH/ions SevenCompact S220. Os resultados foram expressos em mg de
acido malico por 100 mL de suco (extrato).

Finalmente, os so6lidos soluveis totais (SST) dos extratos
obtidos foram determinados utilizando-se o refractdmetro portatil Atago
PAL-1 (Washington, EUA), e os resultados expressos em Brix.

2.4. Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em um delineamento
completamente casualizado, em triplicatas, e todos os resultados
expressos como médias + desvios padroes. Os dados foram submetidos
aos testes de Levene ou Cochran para se verificar a homogeneidade das
varidncias dos tratamentos (andlise fatorial ou one-way ANOVA).
Quando a ANOVA foi significativa (p < 0,05), as médias foram
separadas a partir do teste de Tukey. Todas as analises estatisticas foram
realizadas com o software STATISTICA 10.0 ou SAS University
Edition, e os graficos resultantes plotados no Prism Software for Mac
OS Sierra.

3. Resultados e Discussiao
3.1. Caracterizacdo dos OEs
Os resultados obtidos a partir das analises realizadas por GC-

MS  foram  apresentadas e  discutidas na integra em
http://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.10.029.
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3.2. Eficiéncia de aprisionamento (EA) e espectroscopia de Raman

Os compostos dos OEs de palmarosa e anis estrelado possuem
diferentes capacidades de interagdo com as B-CD e, dessa forma,
apresentaram diferentes EAs. Tais resultados foram previamente
apresentados e discutidos na integra em
http://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.10.029.

A espectroscopia de Raman foi utilizada para confirmar a EA
dos EOs nas B-CD a partir da comparagdo dos espectros obtidos
(posigao e intensidade dos picos) das 3-CD, dos ICs (ICp e ICsa), e dos
OEs (Figura 4.2). Os resultados apresentados na Figura 4.2 do presente
capitulo estdo em acordo com os resultados obtidos por Egyed (1990) e
Mohan, Sreelakshmi, Muraleedharan e Joseph (2012), onde foi
observado que as bandas de Raman das B-CD s3o dadas a partir das
vibragdes dos esqueletos de C-C-H, do C-C-H aromatico, e do
estiramento de C=C, correspondendo a um pico acentuado em 480 cm™,
por um pico alongado em 860 cm™' associados a flexdo de C-C-H e C-O
e do estiramento de C-C, e também devido as vibragdes dos esqueletos
de carbono que envolvem as liga¢des do tipo a-1,4, associadas ao pico
em 950 cm™'.

Outros picos especificos (fingerprinf) das B-CD foram
observados nas regides entre 1000-1200 e de 1300-1500 cm™, sendo
relacionados ao estiramento de C-C e C-O, as flexdes de O-C-H, C-C-H
e C-C-O, também as flexdes de C-C-H, C-O-H, O-C-H ¢ H-C-H,
respectivamente. Além disso, um pico alongado foi observado na regido
de 2855-3040 cm’!, sendo atribuido as vibragdes de estiramento dos
grupamentos O-H primarios e secundarios. Em adi¢do, ndo foram
observados picos na regido de entre 1550-1800 cm™, relacionados ao
estiramento de carbonil, comum a outras diversas classes de compostos
organicos, estando de acordo com Veiga, Teixeira-Dias, Kedzierewicz,
Souza e Maincent (1996).

Os OEs também foram caracterizados por espectroscopia de
Raman, a partir da comparagdo entre as regides de fingerprint dos
compostos, conforme Huang (2016). O espectro Raman do OE de
palmarosa (Figura 4.2A) mostrou um largo pico em 1025 cm’,
associado ao estiramento de C-C-O, comumente observado em
derivados de alcoois monoterpendides primarios (Schulz e Baranska,
2007), tais como o geraniol. Foram observados também picos
acentuados em 1335, 1385, 1450 e 2745 cm’', relacionados a
deformacdo e flexdo de CH», e da vibragdo ocasionada pela flexdo in-
plane de CHs. Além disso, o pico de maior intensidade foi observado
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em 1675 cm™! devido as vibragdes de estiramento das ligagdes C=C.
Estes resultados sdo similares aos encontrados por Baranska et al.
(2005), Schulz, Schrader, Quilitzsch, Pfeffer e Kriiger (2003), Schulz e
Baranska (2007) e também no catdlogo online disponibilizado pela
empresa Sigma-Aldrich (2017), relacionados aos compostos principais
do OE de palmarosa.

De modo similar, o espectro de Raman do OE de anis estrelado
(Figura 4.2B) apresentou diversos picos relacionados aos principais
compostos do OE. Picos de baixa intensidade foram observados em 645,
790, 830, 850 e 1460 cm’, relacionados & deformacdo do anel
benzénico, a agitacdo de C-H, e da substitui¢do do tipo para no anel
benzénico. Cinco picos de média intensidade foram observados em
1175, 1210, 1285, 1310 e 2920 cm’', também relacionados as
substitui¢cdes do tipo para no anel benzénico, a curvatura no plano de C-
H, do estiramento e curvatura no plano de C-C, e do estiramento em
CHs. Finalmente, dois picos de alta intensidade foram observados em
1610 e 1655 cm™, sendo caracteristicos da ligagio dupla existente entre
C=C na cadeia lateral de trans-anetol e estragol, estando de acordo com
Gudi, Krahmer, Kruger, Hennig e Schulz (2014), Daferera, Tarantilis e
Polissiou (2002), Sinha et al. (2014) e Strehle, Rosch, Berg, Schulz e
Popp (2006).

Em relagdo aos ICs (ICp e ICsa), grande parte dos picos

observados anteriormente nos respectivos OEs ndo foram encontrados,
sendo observados diversos picos relacionados as B-CD (Figura 4.2).
Apenas 2 picos foram observados em 1465 e 1680 cm” no ICp,
relacionados aos principais compostos do OE de palmarosa, isto €, o
geraniol (Figura 4.2A), ao passo que 5 picos foram observados no ICsa,
nas posi¢des de 788, 1178, 1250, 1610 e 1658 cm’, relativos aos
compostos trans-anetol e estragol (Figura 4.2B).
Deste modo, a significativa auséncia de picos relativos aos OEs,
associado a presenca de picos relacionados as B-CD, indicam que
aproximadamente todos os compostos de ambos OEs foram
aprisionados com €xito na cavidade das B-CD.
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Figura 4.2. Espectro da espectroscopia de Raman referente as B-ciclodextrinas
(B-CD), complexo de inclus@o de palmarosa (ICp) e do dleo essencial (OE) de
palmarosa (A), e das 3-CD, complexo de inclusdo de anis estrelado (ICsa) e do
OE de anis estrelado.

3.3. Atividade antimicrobiana in vitro dos ICs contra o fungo P.
expansum

A atividade antimicrobiana dos ICs de palmarosa ¢ anis
estrelado a partir da liberacdo dos OEs das B-CD (como volateis) contra
o fungo P. expansum ¢é observada na Tabela 4.1. O ICp inibiu
completamente o crescimento do P. expansum nas primeiras 48h,
liberando cerca de 70 ppm do OE de palmarosa para o headspace do
frasco de vidro (dados ndo mostrados). A liberacdo dos compostos do
OE de palmarosa aumentou apds 120h, chegando a um total de 140
ppm, inibindo o crescimento do fungo a 0,53 cm até o final do
experimento (Tabela 4.1).

Resultados semelhantes foram encontrados por Wilson, Solar,
Ghaouth e Scientist (1997), que observaram o efeito antimicrobiano do
OE de palmarosa contra conidios de Botrytis cinerea in vitro, por
Nguefack et al. (2009) e Nguefack et al. (2012) que utilizaram o OE de
plantas do género Cymbopogon ¢ suas fragdes contra P. expansum a
uma concentracdo minima de 1000 ppm, resultando na completa
inibicdo da germinagdo do bolor azul, e também por Frankova et al.
(2016), que utilizaram o método por volatilizacgdo em disco e de
circula¢do de ar quente associado ao OE de Cymbopogon citratus para
inibir diferentes bolores, como Alternaria alternata, Aspergillus niger,
B. cinerea, P. expansum e P. digitatum, as concentragdes de 256, 512,
128, >512 e >512, respectivamente.

De modo semelhante, o ICsa inibiu completamente o
crescimento do fungo nas primeiras 48h, liberando metade da
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concentra¢do do OE de anis estrelado em comparagao a liberacao do OE
de palmarosa (dados ndo mostrados), chegando a um maximo de 70
ppm ap6s 120h de incubagdo, reduzindo o desenvolvimento do fungo
durante todo o periodo experimental (Tabela 4.1). Comparativamente,
Huang et al. (2010) observaram que a ICsp em fase de vapor do trans-
anetol, principais compostos do OE de anis estrelado, no crescimento
micelial de Alternaria solani, Fusarium graminearum e Rhizoctonia
solani foi de 90, 80 e 80 ppm, respectivamente.

Em adigdo, as analises de GC revelaram que os niveis de O, ¢
de CO2, que indicam a atividade respiratoéria das colonias, foram
mantidos quase sem nenhuma alteragdo durante todo o periodo
experimental quando os ICs foram utilizados (Tabela 4.1).

Por outro lado, quando o fungo P. expansum foi exposto as B-
CDs ou apenas mantidos em meio de cultura (sem a presenca dos outros
compostos), o didmetro maximo das colonias foi de 3,9 c¢cm, diferindo
estatisticamente dos outros tratamentos (Tabela 4.1). Além disso, as B3-
CD nido interferiram na liberagdo ou absor¢do de compostos volateis e,
assim, uma alta atividade respiratoria das colonias foi observada, isto é,
alto consumo de O, e alta produgdo de CO,, sendo observado um
decaimento de aproximadamente 24 ppm para 6 ppm de O, e um
aumento de aproximadamente 0 ppm para 16 ppm de CO; ap6s 120h de
incubagdo (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Diametro das colonias de Penicillium expansum em meio de cultura
(BDA), expostos as B-ciclodextrinas (3-CD), complexos de inclusdo (ICs) de
palmarosa (ICp) ou anis estrelado (ICsa), ou ndo, por até 120h, com a liberagao
controlada dos compostos dos 6leos essenciais (OEs) de palmarosa e anis
estrelado dos ICs para o headspace, e seus efeitos relativos ao consumo de
oxigénio (O), e produgdo de didxido de carbono (CO) pelo fungo.

Tempo (horas)

0 3 6
Tratamentos Danos na Membrana Plasmatica
———————————— Unidades Relativas de Absorbancia (x10000)
/\gua 16,00 + 0,79 11,66 +3.30C 15,52 +0,82C

Melaleuca
Palmarosa
Anis estrelado

16,00 + 0,79
16,00 + 0,79
16,00 + 0,79

13,76 + 0,15 C
17,56 + 0,72 B
20,73 £ 0,85 A

21,63 + 0,41 B
29,05 +425 A
2933 + 1,52 A

Tratamentos TBARS
———————————— pmol de TBARS / grama de proteinas
Agua 0,99 + 0,08 1,61 +0,50 B 1,23 + 0,43 D
Melaleuca 0,99 + 0,08 2,77 £ 0,49 B 4,53 +0,71 C
Palmarosa 0,99 + 0,08 2,20 + 0,60 B 5,87 +0,47 B
Anis estrelado 0,99 + 0,08 5,87 + 0,47 A 7,72 + 0,29 A
Tratamentos Extravasamento de DNA
———————————— ng de DNA / grama de micélio
Agua o 11,50 + 2,30 A 13,15+ 1,34 D
Melaleuca 0 14,63 + 0,383 B 19,63 +2,63C
Palmarosa 0 18,65+ 0,42 B 31,68 +380B
Anis estrelado 0 47,49 + 19,66 C 69,28 +531 A
Tratamentos Extravasamento de Proteinas
———————————— ng de proteina / grama de micélio
Agua 5,38 +4,21 10,54 + 0,09 C 10,96 + 0,70 D
Melaleuca 5,38 +4.21 16,72 + 1,13 B 18,68 + 0,62 B
Palmarosa 5,38 +4.21 1233 +1,50C 14,61 +1,77C
Anis estrelado 5,38 +4.21 34,72 + 11,53 A 39,29 + 12,64 A

Tratamentos Extravasamento de A¢ucares
———————————— mg de glicose / grama de micélio
Agua ,24 + 0,05 1,81 = 0,10 C 1,64 + 0,05 D

1
Melaleuca 1,24 + 0,05 3,89+ 0,32 A 5,78 + 0,29 A
Palmarosa 1,24 + 0,05 2,07 +0,11 B 2,40 +0,21 C
Anis estrelado 1,24 + 0,05 2,29 +0,12 B 3,00 +0,01 B

Médias seguidas por letras maiusculas iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p <0,05).

3.4. Atividade antimicrobiana in situ das embalagens de fundo
duplo associados aos ICs contra o fungo P. expansum

O experimento de permeacdo realizado com os OEs de
palmarosa e anis estrelado revelou que o plastico PET, dentre os
plasticos testados, foi o mais adequado para reter os OEs dentro das
células de permeagdo durante o periodo experimental (dados nao
mostrados). Com isto, o protdtipo de embalagem de fundo duplo
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associada aos ICs utilizado nos experimentos foi feito com PET (Figura
4.1).

A atividade antimicrobiana in situ dos ICp e ICsa a partir da
liberagdo dos OEs das cavidades das B-CD dentro das embalagens de
fundo duplo contra o fungo P. expansum ¢ dada nas Figuras 4.3A ¢ B.
Apo6s 12 dias de incubagdo, as magds inoculadas com o fungo, e que
continham os ICs no fundo da embalagem, apresentaram uma VCL de
0,09 cm/dia, resultando em um didmetro final de lesdo de 1,08 cm,
diferindo das magas inoculadas apenas com P. expansum ou expostas as
B-CD, cuja VCL foi de 0,23 e 0,12 cm/dia, respectivamente, resultando
em um didmetro final da lesdo aproximadamente 2 vezes maior do
aqueles observados para as embalagens que continham os ICs (Figura
4.3A e B). Em termos de incidéncia, nenhuma diferenga foi observada
entre os tratamentos (Figura 4.3A).

Estes resultados podem estar relacionados ao fato de que apenas
apods o 4° dia de incubagdo é que se detectou a presenca dos compostos
volateis dos ICs no local onde as macgas foram colocadas (Figura 4.3C),
chegando a um maximo de 2,1 e 33,65 ppm para palmarosa e anis
estrelado, respectivamente, sem alcangar a concentragdo minima
necessdria para inibir completamente o crescimento e desenvolvimento
do bolor azul apos os 12 dias de incubagdo (Figura 4.3C), conforme
determinado anteriormente in vitro (Tabela 4.3).

Frankova et al. (2016) ao utilizarem a fase de vapor dos OEs de
cravo, orégano ¢ canela a 16 ppm, observaram apenas uma inibi¢ao
parcial dos crescimento e desenvolvimento do bolor azul em magas,
com um didmetro de lesdo de 3,09, 1,84 e 2,53 cm, respectivamente, ao
final de 21 dias de incubagdo. De modo similar, Stojkovic et al. (2011)
observaram uma diminuigdo significativa na incidéncia de A. niger em
frutos de maca tratados com o composto volatil 1,8 cineole, com uma
inibicdo total do fungo quando o composto foi utilizado a uma
concentragdo maior ou igual a 3%.

Em adigdo, tanto a respiracdo quanto a produgdo de etileno dos
frutos foi afetada pelos tratamentos utilizados, isto é, 3-CD, ICp ou ICsa
(Figuras 4.3D e F). As embalagens em que os frutos de maca foram
inoculados com o fungo, sem a adi¢do das 3-CD ou dos ICs, apresentou
um aumento na produgdo de CO, apds os 12 dias de incubagdo, ao passo
que todas as embalagens que continham os frutos e os tratamentos (B3-
CD, ICp e ICsa) mantiveram os niveis de CO, similares aqueles
encontrados nos frutos ndo inoculados com o fitopatdgeno (Figura
4.3E). No entanto, os niveis de O, das embalagens contendo os frutos e
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os tratamentos foram similares aqueles observados nas embalagens em
que as macds foram inoculadas (Figura 4.3F), muito provavelmente
devido a atividade do bolor azul (Figura 4.3A).

Além disso, os niveis de etileno foram significativamente
menores nas embalagens que continham os ICs em relagdo aquelas que
continham os frutos inoculados com o bolor azul, sem a presenga dos
tratamentos (Figura 4.3D). Nenhuma diferenga estatistica foi observada
entre as embalagens que continham B-CD ou os ICs das que continham
apenas as magds ndo inoculadas apos 8 dias de incubagdo, diferindo
significativamente daquelas inoculadas com P. expansum. Ap6s 12 dias,
os niveis de etileno foram mantidos nas embalagens que continham as
macas ndo inoculadas e o ICsa (0,01 ppm), ao passo que um aumento de
2 a 4 vezes foi observada nos tratamentos com ICp (0,02 ppm) e 3-CD
(0,04 ppm), respectivamente (Figura 4.3D).

De modo contrario, Moscetti et al. (2013) observaram um
aumento significativo nos niveis de etileno quando a quercetina foi
utilizada in situ em frutos de magd, aumentando a atividade respiratoria
dos mesmos. No entanto, em ambos os casos, tal efeito foi observado
apos 30 dias de incubagdo a 2 °C, diferindo completamente das
condi¢des utilizadas em nosso estudo. Ademais, a classificagdo quimica
das moléculas também deve ser levada em consideracdo, uma vez que a
quercetina ¢ um flavondide polifenodlico, ao passo que o principal
composto do OE de palmarosa ¢ classificado quimicamente como um
alcool monoterpendide, e o principal composto do OE de anis estrelado
¢ classificado como um éter aromatico nao saturado, conforme descrito
anteriormente.
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Figura 4.3. Velocidade de crescimento da lesdo de Penicillium expansum (A), e
o diametro final da les@o (B) ocasionada pelo fungo em frutos de maca expostas
as diferentes concentragdes de B-ciclodextrinas (3-CD), ou aos complexos de
inclusdo de palmarosa (ICp) ou anis estrelado (ICsa) (C) ao longo do periodo
experimental de armazenamento, e os efeitos destes na sintese de etileno (D), e
no consumo de dioxido de carbono (CO,) (E), e oxigénio (O,) (F).
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3.4.1. Analises fisico-quimicas dos frutos de maga

A perda de massa (PM) dos frutos de macd armazenados nas
embalagens desenvolvidas contendo B-CD, ICp e ICsa foram
notavelmente afetadas pelos tratamentos (Tabela 4.2). A PM dos frutos
inoculados com o bolor azul e armazenados em embalagens sem
nenhum tratamento ou contendo B-CD foi de 24,3 e 23,7%,
respectivamente, ao final de 8 dias de incubagdo, alcangando um
maximo de 24,5% ao final do periodo experimental, ao passo que uma
PM menor que 10,3 e 12,4% foi observada nas magas armazenadas nas
embalagens que continham ICp e ICsa, respectivamente, ao final de 8
dias de incubagdo, e de 19,6 e 18,5%, ao final do periodo experimental
(Tabela 4.2).

Os solidos soluveis totais (SST) das magds armazenadas nas
embalagens contendo os ICs também foi preservada, isto €, de 12,8
‘Brix no inicio do experimento, ¢ de 13,2 ‘Brix apdés 12 dias de
incubagdo. Por outro lado, macas inoculadas e embaladas com a
presenca de B-CD ou sem nenhum tratamento, apresentaram uma SST
de aproximadamente 14,3 ‘Brix ao final do experimento (Tabela 4.2).

A manutencdo da PM e da SST nos frutos armazenados nas
embalagens contendo os ICs podem ser relacionadas a dois diferentes
fatores, a saber: (1) devido as suas propriedades antimicrobianas; e (2)
devido as suas atividades na via de producdo do etileno. Conforme
demostrado anteriormente, ICp e ICsa foram capazes de diminuir a VCL
e, consequentemente, diminuiram também o didmetro final da lesdo do
bolor azul nos frutos de macad (Figura 4.3A e B). Assim, com o
desenvolvimento do fungo reduzido ou mesmo impedido, o catabolismo
dos agucares presentes nos frutos a partir da acdo de enzimas como as o-
amilases e pectinases do fungo, ndo ocorreu de modo expressivo,
contribuindo para a manuteng@o de tais parametros nos frutos (da Rocha
Neto et al., 2016).

Em relacdo ao etileno, também foi demonstrado que os ICp e
ICsa foram capazes de prevenir a sua sintese pelos frutos (Figura 4.3D).
Neste sentido, pode-se hipotetizar que os OEs liberados a partir das B-
CD foram capazes de interagir com os tecidos da casca dos frutos,
ligando-se aos receptores e prevenindo a expressdo de genes
relacionados a biossintese de etileno, sendo similar aos efeitos
observados quando o 1-MCP ¢ utilizado, prevenindo a aceleragcdo do
amadurecimento dos frutos e sua senescéncia devido aos efeitos do
etileno nos frutos, o que levaria a um aumento na PM e na SST das
magcas (Liet al., 2017; Yang et al., 2016).
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Em relagdo a acidez titulavel (AT) e o pH, os frutos
armazenados nas embalagens contendo ICsa apresentaram respostas
metabolicas similares aqueles frutos ndo inoculados e ndo tratados,
durante todo o periodo experimental, ao passo que em frutos colocados
em embalagens contendo ICp, tais respostas foram observadas de forma
similar durante os primeiros 8 dias (Tabela 4.2). Quando os frutos foram
apenas inoculados ou inoculados e armazenados com B-CD, o P.
expansum foi capaz de acidificar os tecidos a partir do 4° dia,
diminuindo o pH tecidual dos frutos de maca (Tabela 4.2),
provavelmente devido a secre¢do dos acidos citrico e gluconico que
estdo envolvidos no processo de colonizagdo do P. expansum nos frutos
de maca (Prusky e Lichter, 2008).

Finalmente, frutos ndo inoculados ¢ armazenados nas

embalagens de fundo duplo mantiveram sua firmeza ao longo do
periodo experimental, ao passo que diferencas estatisticas significativas
foram observadas na firmeza dos frutos de mag¢a armazenados com B3-
CD, ICp e ICsa durante o periodo experimental (Tabela 4.2). A firmeza
de polpa dos frutos armazenados com B-CD foi similar & observada
quando os frutos foram apenas inoculados com o fitopatdégeno, variando
de 5,4 kg/cm? (dia 0) para 0 kg/cm? (dia 12), diferindo dos ICp e ICsa,
que variaram entre 5,4 kg/cm?® no inicio do experimento para 2,0 ou 2,3
kg/cm? ao final do experimento, respectivamente (Tabela 4.2).
Tais diferencas podem ser explicadas a luz dos resultados relativos a
VCL, e ao diametro final de lesdo (Figura 4.3A e B), envolvendo a
colonizagdo do fitopatogeno e a degradagdo tecidual dos frutos a partir
da ativacdo de genes destes responsaveis pela secre¢do de diferentes
acidos e enzimas (Barad et al., 2013).
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Tabela 4.2. Pardmetros fisico-quimicos dos frutos de mac¢a armazenados por
até 12 dias em embalagens de fundo duplo feitas de polietileno tereftalato
(PET), e contendo B-ciclodextrinas (B-CD), ou complexos de inclusdo (ICs) de
palmarosa (ICp) ou anis estrelado (ICsa).

Tratamentos - - PM (%) - -
Dia () Dia4 Dia § Dia 12
Frutos ndo inoculados 0+0Aa 1.9+24Ab 44+19Ab 66+1.6Ac
Frutos inoculados 0+0Aa 185+52Bb 218+19Ch 234+13Ch
8-CD 0+0Aa 75+4.1Ab 195+48Cc 24540.5Cc
ICp 0+0Aa 23+23Ab 103+0.6B¢ 175+2.1Bd
ICsa 0+0Aa 55+34Ab 124+33B¢ 149+3.6B¢
SST (°Brix)
Dia 0 Dia 4 Dia 8 Dia 12
Frutos ndo inoculados 128+0.2Aa 129+0.2Aa 13.1+0.1Aa 132+02Aa
Frutos inoculados 128+0.2Aa 140+03Cb 141+03Bb 143+02Bb
f-CD 128+0.2Aa 133+02Bb 138+0.1B¢ 142+03B¢
ICp 128+0.2Aa 129+0.1Aa 13.0+0.2Aab 134+02Ab
ICsa 128+02Aa 123+0.5Aa 128+03Aa 130+02Aa
AT (mg dcido malico / 100mL de suco)
Dia 0 Dia4 Dia 8 Dia 12
Frutos ndo inoculados 034+0.03Aa 0.32+0.02ABa 0.30+0.02Aa 0.28+0.02Aa
Frutos inoculados 0.34+0.03Aa 044+0.03Cb 046+0.04Chb 048+0.04Ch
f-CD 034+0.03Aa 038+0.02BCa 041+0.02BC ab 044+0.02Bb
ICp 034+003Aa 0.36+0.02 Bab 0.38+0.01 Bab 040 +0.02ABb
ICsa 034+0.03Aa 030+0.03Aa 0.32+0.02Aa 0.34+0.05Aa
pH
Dia 0 Dia 4 Dia 8 Dia 12
Frutos nio inoculados 385+0.07Aa 379+0.10Ba 38140.09Ca 383+0.08Ca
Frutos inoculados 385+0.07Ac 3.5240.08Ab 338+0.07Aab 3.23+0.08Aa
f-CD 385+0.07Ab 350+0.10Aa 340+0.12A0 328+0.14Aa
ICp 385+0.07Ab 361+0.03Aa 3.60+0.02Ba 357+0.02Ba
ICsa 385+0.07Aa 382+0.05Ba 379+007Ca 373+0.05Ca
FF (kg/em2)
Dia 0 Dia4 Dia 8 Dia 12
Frutos ndo inoculados 54+02Aa 56+02Ca 5540.1Ca 54+02Ca
Frutos inoculados 54+02Ad 31+01Ac¢ 1.5+0.1Ab 00+0.0Aa
f-CD 54+02Ad 36+05Ac¢ 1.8+02Ab 00+0.0Aa
ICp 54+02Ad 48+02B¢ 34+04Bb 20+02Ba
ICsa 54+02Ac¢ 55+01Cc 39+0.1Bb 23+0.1Ba

Legendas: PM — perda de massa; SST — so6lidos soluveis totais; AT — acidez titulavel; pH
— potencial Hidrogenionico; FF — firmeza do fruto.
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4. Conclusao

Os complexos de inclusdo formados entre as 3-CD e os OEs de
palmarosa e anis estrelado inibiram o crescimento e desenvolvimento de
P. expansum in vitro nas primeiras 48h, liberando os OEs ao headspace.
Apos este periodo, um pequeno crescimento das colonias do fungo foi
observado, no entanto, devido ao aumento das concentra¢des dos
compostos ativos, o crescimento foi inibido e o fungo inativado.
Adicionados as embalagens de fundo duplo, os ICs também afetaram o
desenvolvimento do bolor azul em frutos de magas cv. Red Delicious,
mantendo os niveis de etileno proéximos aqueles observados em frutos
ndo inoculados, e também mantendo algumas propriedades fisico-
quimicas dos frutos, tais como, massa, SST, AT, pH e FF.

Neste sentido, conclui-se que as embalagens de fundo duplo
feitas de PET associadas aos ICs de palmarosa e anis estrelado podem
ser alternativas comerciais viaveis ao armazenamento de frutos de maca
no pos-colheita, propiciando um aumento no tempo de prateleira dos
frutos e reduzindo a podriddo pelo fungo. No entanto, uma analise
sensorial faz-se necessaria para detectar se os OEs modificam o sabor
dos frutos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os oleos esséncias sdo uma boa alternativa para o controle de
fungos causadores de podriddes, como o fungo utilizado na presente
tese: P. expansum. Por apresentarem diversos mecanismos de acao, tais
como danos na membrana plasmatica, danos na parede celular, geragdo
de espécies reativas de oxigénio, dentre outros, os Oleos essenciais
dificilmente selecionarao isolados resistentes aos seus principios ativos,
apresentando ainda a vantagem de, em sua maioria, serem classificados
como GRAS pelo FDA.

Ademais, por serem constituidos de moléculas facilmente
oxidadas por fatores ambientais, bem como por apresentarem uma
rapida dispersdo no ambiente, sua aplicacdo direta in sifu ¢ invidvel,
tornando-se necessaria a utilizagdo de métodos complementares que
mitiguem tais efeitos negativos. Nesse sentido, a utilizagdo de B-
ciclodextrinas como agentes encapsulantes demonstrou-se eficiente,
possibilitando o emprego das moléculas presentes nos 6leos essenciais
de palmarosa e anis estrelado (modelos) in sifu, a partir da sua utilizagdo
em embalagens bioativas, onde através da liberagdo das moléculas dos
OEs a partir das B-CD, em um ambiente que as reteve (embalagens),
inibiu o desenvolvimento do bolor azul em frutos de maga, preservando
suas propriedades fisico-quimicas.

Ademais, sugere-se a validacdo destas embalagens em outros
patossistemas semelhantes, valendo-se de outros OEs, de outros
métodos de encapsulamento, e de outras condigdes ambientais, assim
como a utilizagdo dos presentes ICs em outros sistemas de embalagens
bioativas.
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