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RESUMO

Os frutos do morango apresentam curto periodo pos-colheita, cujas
principais causas sdo a sua intensa atividade metabolica e alta incidéncia
por fungos deteriorantes, como Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer, o
que gera significativas perdas econdmicas desse produto. O uso do 6leo
essencial de menta (OEM) aplicado em coberturas comestiveis a base de
gelatina surge como alternativa no controle fitopatogénico, minimizar
injurias fisicas e alteracdes quimicas, substituir aditivos sintéticos,
aumentando sua vida Util. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar
a atividade do OEM contra o desenvolvimento de fungos quando
adicionado em diferentes coberturas comestiveis a base de gelatina
aplicadas em morango. Inicialmente, foram incorporados nas solucGes
filmogénicas & base de gelatina diferentes concentracbes de OEM (0;
0,06; 0,13; 0,25; 0,38; 0,50 % (g/g gelatina)) e as coberturas foram
caracterizadas quanto as propriedades de barreira, mecanicas, estruturais
e capacidade antifingica na forma de filmes obtidos por casting. As
diferentes concentra¢fes do OEM nos filmes proporcionaram aumento da
barreira ao vapor de agua, aumento da espessura, menor transparéncia e
maior opacidade. Concentracdes acima de 0,38 % de dleo resultaram em
filmes mais frageis e menos homogéneos na superficie. O OEM interferiu
na organizagdo molecular da matriz dos filmes e apresentou capacidade
inibitéria para B. cinerea e R. stolonifer somente na maior concentracéo
(0,50 %). Observou-se que a atividade do OEM foi reduzida pela
incorporacao direta na matriz proteica das coberturas, podendo ser devido
a sua volatilizacdo na etapa de producdo e secagem dos filmes. Para
aumentar o potencial antifingico e estabilidade, 0 OEM foi incorporado
nas coberturas na forma de nanoemulséo (0; 0,06; 0,13; 0,25; 0,38; 0,50
% (g/g gelatina)), e os filmes caracterizados como descrito na primeira
etapa. Os filmes adicionados das diferentes concentragdes de
nanoemulsdo do 6leo essencial de menta (NOEM) foram mais espessos,
menos transparentes e mais opacos que o controle. A NOEM incorporada
proporcionou melhor distribuicdo das particulas de éleo, resultando em
filmes mais lisos e homogéneos, aumentou a barreira ao vapor de agua e
gerou filmes mais elésticos e menos rigidos. A organizagdo molecular da
matriz dos filmes foi alterada pela adicdo da NOEM. A capacidade
antifungica dos filmes para B. cinerea e R. stolonifer foi maior com a
incorporacdo da NOEM nas concentragbes de 0,25, 0,38 e 0,50 %.
Posterior as caracterizag6es dos filmes, foi avaliada a influéncia do OEM
e da NOEM nas coberturas comestiveis aplicadas em morangos
inoculados com B. cinerea e R. stolonifer e os frutos foram avaliados em



relacdo ao desenvolvimento flngico, taxa de respiragdo, producdo de
etileno e firmeza. As coberturas comestiveis com concentragdes acima de
0,25 % de 6leo, tornaram a superficie dos morangos escuras e amolecidas
logo apds aplicacdo. O desenvolvimento dos fungos foi influenciado pela
aplicacdo das coberturas adicionadas das menores concentragdes de OEM
e de NOEM e reduziram a taxa de respiragdo dos morangos e a producéo
de etileno comparados ao controle. A firmeza dos morangos foi afetada
negativamente pelas concentragdes de 0,13 % de dleo de menta nas
coberturas, enquanto que 0,06 % de Gleo nas coberturas mantiveram
melhor a firmeza dos morangos, sendo a cobertura A; (0,06 % OEM)
escolhida para revestimento dos morangos. A vida Gtil de morangos
higienizados com irradiacdo ultravioleta de onda curta (UV-C) e
aplicados da cobertura comestivel A; (0,06 %) foi avaliada quanto ao
desenvolvimento fungico, perda de massa, cor, firmeza, taxa de
respiracdo, pH, soélidos sollveis totais, agUcares, &cidos organicos,
capacidade antioxidante, compostos fendlicos totais e antocianinas totais.
Os morangos revestidos com cobertura contendo 0,06 % OEM
apresentaram reducgdo ao desenvolvimento fungico. A perda de massa e a
taxa de respiracdo também foram mais baixas quando comparadas aos
frutos sem cobertura. O OEM na cobertura ndo mostrou efeito negativo
na cor e na firmeza dos morangos. Além disso, 0 uso da cobertura Az
(0,06 % OEM) mostrou os melhores resultados quanto ao pH, SST,
acucares, acidos organicos, capacidade antioxidante e compostos fenélico
dos morangos durante 8 dias, armazenados a 6 °C e 95 % UR. O uso do
OEM como agente antifingico natural em cobertura comestivel & base de
gelatina mostrou ter potencialidade para manutencédo da qualidade fisico-
guimica e no controle da senescéncia de morangos.

PALAVRAS-CHAVE: morango, cobertura comestivel de gelatina, 6leo
essencial de menta, nanoemulsdo, higienizagdo com luz UV-C.



ABSTRACT

Strawberry fruits have a short post-harvest period, whose main causes are
their intense metabolic activity and high incidence by deteriorating fungi,
such as Botrytis cinerea and Rhizopus stolonifer, which generated
significant economic losses of this product. The use of mint essential oil
(MEO) applied to gelatin based edible coating appears as an alternative
in phytopathogenic control, minimizing physical injury and chemical
changes, replacing synthetic additives, increasing their shelf life.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the activity of the
MEO against the development of fungi, when added in different gelatin
based edible coatings on strawberry. Initially, different concentrations of
MEO (0, 0.06, 0.13, 0.25, 0.38, 0.50 % (g/g gelatin) were incorporated
into gelatin-based film-forming solutions and the coatings were
characterized a mechanical properties, structural and antifungal
properties of films obtained by casting. The different concentrations of
the MEO in the films provided increased water vapor barrier, increased
thickness, lower transparency and higher opacity. Concentrations above
0.38 % of oil resulted in films that were more fragile and less
homogeneous on the surface. The MEO interfered in the molecular
organization of the films matrix and showed inhibitory capacity for B.
cinerea and R. stolonifer only at the highest concentration (0.50 %). It
was observed that the activity of the MEO was reduced by the direct
incorporation into the protein matrix of the coatings, and may be due to
its volatilization in the stage of production and drying of the films. To
increase the antifungal potential and stability, MEO was incorporated into
the coatings in the form of nanoemulsion (0, 0.06, 0.13, 0.25, 0.38, 0.50
% (g MEO(/ g gelatin)), and the films characterized as described in the
first stage. The films added from the different concentrations of
nanoemulsion of mint essential oil (NMEQO) were thicker, less transparent
and more opaque than the control. The films added from the different
concentrations of nanoemulsion of mint essential oil (NMEO) were
thicker, less transparent and more opaque than the control. The
incorporated NMEO provided a better distribution of the oil particles,
resulting in smoother and homogeneous films, increased water vapor
barrier and generated more elastic and less rigid films. The molecular



organization of the matrix of the films was altered by the addition of
NMEO. The antifungal capacity of the films for B. cinerea and R.
stolonifer was higher with the incorporation of NMEO at the
concentrations of 0.25, 0.38 and 0.50 %. After the characterization of the
films, the influence of the MEO and the NMEO on the edible coverages
applied on strawberries inoculated with B. cinerea and R. stolonifer were
evaluated and the fruits were evaluated in relation to fungal development,
respiration rate, ethylene production and firmness. The edible toppings
with concentrations above 0.25 % oil, made the surface of the
strawberries dark and softened shortly after application. O
desenvolvimento dos fungos foi influenciado pela aplicacdo dos
revestimentos adicionados as menores concentracdes de MEO e NMEO
e reduziu a taxa de respiracdo dos morangos e a producgdo de etileno em
relacdo ao controle. A firmeza dos morangos foi afetada negativamente
pelas concentragdes de 0,13 % de 6leo de menta nas coberturas, enquanto
0,06v% do 6leo nas coberturas manteve melhor a firmeza dos morangos,
a cobertura A; (0,06 % MEQO) foi escolhida para revestimento de
morangos. The shelf life of strawberries sanitized with short-wave
ultraviolet irradiation (UV-C) and applied from the edible cover Az (0.06
%) was evaluated for fungal development, loss of mass, color, firmness,
respiration rate, pH, total soluble solids, sugars, organic acids, antioxidant
capacity, total phenolic compounds and total anthocyanins. Covered
strawberries containing 0.06 % MEOQO presented reduction to fungal
development. Mass loss and respiration rate were also lower when
compared to uncovered fruits. The MEO on the edible cover showed no
negative effect on the color and firmness of the strawberries. In addition,
the use of Al coverage (0.06 % MEQ) showed the best results for pH,
SST, sugars, organic acids, antioxidant capacity and phenolic compounds
of strawberries for 8 days, stored at 6 °C and 95 % RH . The use of the
MEO as a natural antifungal agent in gelatin-based edible cover showed
potential for maintenance of the physico-chemical quality and control of
senescence of strawberries.

KEYWORDS: strawberry, gelatin edible coating, mint essential oil,
nanoemulsion, UV-C light sanitization.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

PARA APLICACAO EM MORANGO (Fragaria X ananassa)

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO
ESSENCIAL DE MENTA INCORPORADO EM
COBERTURAS COMESTIVEIS A BASE DE GELATINA

Por qué?

O morango tem curto periodo de vida Util, devido principalmente
a sua sensibilidade a danos fisicos e desenvolvimento de fungos

Oleos essenciais (OE) possuem propriedades antimicrobianas
naturais e propriedades funcionais que contribuem para aumentar
a vida util de frutos e hortalicas

Coberturas comestiveis incorporadas de ingredientes ativos
podem ser usadas como alternativas para prolongar vida util e
manter a qualidade de frutos in natura e minimamente
processados

O uso de irradiacdo UV-C na etapa de higieniza¢do dos morangos

O que ja existe?

Né&o ha trabalhos sobre a atividade antifingica do 6leo essencial
de menta incorporado em coberturas comestiveis a base de
gelatina para morangos

O OEM tem sido utilizado de forma eficaz na inativacdo de fungos
isolados de morangos, como o B. cinerea e R. stolonifer

Extensdo da vida Util de morangos utilizando revestimentos de
carboximetilcelulose, quitosana com 6leo essencial de Mentha
spicata

Incorporacgdo de nanoemulsées de OE em coberturas comestiveis
de diferentes materiais tem mostrado aumentar a atividade
antimicrobiana dos filmes pela reducdo da volatilizacdo do
constituinte

Tecnologia de higienizacdo de morangos com luz UV-C é capaz
de reduzir a contaminagdo microbiana e extender o tempo de vida
atil do fruto




Hip6teses

A adicdo do OEM em cobertura comestivel proporciona agao
antiflingica e reduz a taxa de permeacdo de agua

Adicdo de nanoemulsdo de OEM pode proporcionar melhor
estabilidade, distribuicdo, atividade bioldgica e minimizar
propriedades sensoriais, podendo assim reduzir as quantidades
de éleo utilizado

O uso de cobertura comestivel de gelatina adicionada de agente
antifingico natural (OEM) em morangos pode aumentar o
tempo de vida Gtil do fruto no comércio

Metodologia experimental

Formulacéo e caracterizacdo de coberturas a base de gelatina
com diferentes concentraces de OEM pelo método de casting

Desenvolvimento de nanoemulsdo do OEM e incorporagdo em
solugBes de cobertura a base de gelatina e caracterizagéo das
mesmas

Influéncia do OEM e NOEM nas coberturas comestiveis
aplicadas em morangos inoculados com B. cinerea e R.
stolonifer e avaliacdo da qualidade fisico-quimica do fruto
higienizado com UV-C e aplicado de cobertura comestivel

Respostas

Melhora das propriedades de barreira, mecénica, estruturais e
capacidade antifingica das coberturas comestiveis de gelatina
com diferentes concentracfes de OEM

Melhora da distribuicio do OEM (nanoemulsdo) nas
coberturas tendo como consequéncia modificacdo de suas
propriedades de barreira, mecéanica, estruturais e aumento da
sua capacidade antiflingica

Morangos de qualidade com maior tempo de vida Gtil pelo uso
de coberturas comestiveis adicionadas de OEM
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CAPITULO 1. INTRODUGAO

Os morangos (Fragaria x ananassa), ricos em sabor e valor
nutricional, sdo normalmente comercializados e consumidos frescos.
Porém, conservar suas caracteristicas pds-colheita por longos periodos de
tempo sao etapas dificeis do processo. Mesmo sob baixas temperaturas de
armazenamento, o tempo de validade estimado dos morangos,
geralmente, ndo ultrapassa cinco dias, 0 que gera perdas de até 40 % do
produto. Sua alta perecibilidade é caracterizada pela intensa atividade
fisiolégica, desidratacdo, danos mecéanicos e deterioracdo microbiana
(CAMPANIELLO, et al.,, 2008; CANER, ADAY e DEMIR, 2008;
PARETTO etal., 2014).

As coberturas comestiveis de diferentes materiais desempenham
papel fundamental para a conservacdo de frutos e hortalicas, e quando
enriquecidas com antimicrobiano natural tm se mostrado eficientes na
preservacdo da qualidade durante o armazenamento desses produtos
(GUERRA et al., 2015; GUERREIRO et al., 2015; DONSI e FERRARI,
2016; SHAHBAZI, 2018). A gelatina ¢ o material preferido para
formacdo de peliculas pelas suas propriedades inodora e incolor, por
apresentar baixo custo e alta biodegradabilidade (WENG e ZHENG,
2015).

Em relacdo & incorporacdo de antimicrobianos em peliculas
comestiveis, os preferidos pelas pesquisas recentes, sd0 0S compostos
hidrofébicos e ndo sintéticos, como os Gleos essenciais, pois apresentam
melhorias quanto as propriedades de barreira e sdo seguros a salde
(CALO et al., 2015). O OEM (Mentha arvensis), volatil, de sabor e odor
caracteristico, é rico em mentol, composto responsavel pela atividade
antimicrobiana que pode variar em sua concentracdo dependendo da
cultivar, método de extracdo e armazenamento. Como alternativa aos
conservantes e pesticidas quimicos, o 6leo essencial de menta apresenta
atividade contra diversos fungos e bactérias presentes em frutos e plantas
do morangueiro (TIWARI, 2016; COMBRINCK, REGNIER e
KAMATOU, 2011; GUERRA et al, 2015). Essa atividade
antimicrobiana, assim como outras atividades bioldgicas dos 0leos
essenciais estdo ligadas diretamente com seus componentes volateis, 0s
quais precisam ter maior atencdo quando incorporados nas coberturas
comestiveis para alimentos, pois matrizes complexas podem diminuir a
eficacia dos dleos essenciais (CALO et al., 2015; BURT, 2004).

A nanoemulsdo é uma tecnologia capaz de melhorar a
estabilidade e atividade biologica pelo aumento da area de superficie,
proporcionando melhor distribuico na matriz filmogénica, reduzindo as
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propriedades sensoriais e de volatilidade dos 6leos essenciais (CALO et
al., 2015; DONSI e FERRARI, 2016).

A irradiacdo UV-C é uma tecnologia ndo térmica que vem sendo
estudada como alternativa de higienizacdo de frutas e hortalicas para
reducdo da carga microbiana e retardo da senescéncia pds-colheita. Além
disso, 0 UV-C pode reduzir a carga microbiana inicial do fruto, e dessa
forma aumentar a atividade antimicrobiana de OGleos essenciais
adicionados em coberturas comestiveis, devido ao efeito sinérgico entre
os tratamentos (RASO e BARBOSA-CANOVAS, 2003). A acio
germicida do UV-C tem como principal alvo o material genético dos
microrganismos, nao apresentando toxicidade e nem deixando residuos
quimicos nos alimentos, além de ser uma tecnologia de baixo custo
(SHIN, SONG e SONG, 2012).

A proposta do presente trabalho visa aumentar a vida Util de
morangos quando aplicados de coberturas comestiveis & base de gelatina
adicionadas do 6leo essencial de menta como agente antifungico natural.

1.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a atividade antiflngica
do OEM adicionado em coberturas comestiveis & base de gelatina para
aplicacdo em morango visando estender sua vida Util.

1.2. Objetivos especificos

- Produzir e caracterizar coberturas comestiveis a base de
gelatina adicionadas de diferentes concentra¢des do OEM
guanto as propriedades de barreira, propriedades
mecanicas, estruturais e capacidade antifingicas

- Desenvolver nanoemulsdo do OEM e a incorporar nas
coberturas a base de gelatina para melhorar a estabilidade
e capacidade antifungicas.

- Caracterizar as coberturas contendo NOEM quanto as
propriedades de barreira, propriedades mecanicas,
estruturais e de capacidade antifingicas
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- Aplicar as coberturas comestiveis a base de gelatina
contendo OEM e NOEM em morangos e avaliar a
influéncia contra B. cinerea e R. stolonifer, na taxa
respiratoria, producdo de etileno e firmeza dos morangos

- Avaliar a influéncia de cobertura comestivel a base de
gelatina e 6leo essencial de menta na qualidade fisico-
guimica de morangos higienizados com UV-C

O documento esta organizado na sequéncia apresentada abaixo
na forma de capitulos.

—  Capitulo 1 - Introducéo

—  Capitulo 2 — Reviséo Bibliografica

—  Capitulo 3 — Caracterizacdo de coberturas comestiveis a
base de gelatina adicionadas de 6leo essencial de menta
(Mentha arvensis)

—  Capitulo 4 — Caracterizacdo fisico-quimica e capacidade
antifungica de coberturas comestiveis & base de gelatina
adicionadas de nanoemulsdo de 6leo essencial de menta
(Mentha arvensis)

—  Capitulo 5 — Aplicacéo de coberturas comestiveis a base de
gelatina adicionadas de ¢leo essencial de menta em
morango (Fragaria x ananassa): avaliacdo da atividade
antifngica e influéncia na qualidade fisico-quimica do
fruto

—  Capitulo 6 — Conclusdes Finais Geral
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CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Morango

O morango pertence a familia Rosaceae do género Fragaria sendo
a espécie Fragaria x ananassa Duch originaria da América do Norte e
Chile (SILVA et al., 2007). E considerado um pseudofruto n&o
climatérico, suculento, de cor avermelhada e sabor acidificado
(HENRIQUE e CEREDA, 1999; CHITARRA e CHITARRA, 2005).
Dentre os cultivos de pequenos frutos, ele é considerado um dos mais
importantes  economicamente, vendido fresco ou processado
(HANCOCK et al., 2008).

A producdo mundial de morango no ano de 2014 foi de 8114373
toneladas, sendo que a regido da América do Sul produziu cerca de
198535 toneladas, desse total o Brasil produziu 3257 toneladas. O pais
lider foi a China com 3113000 toneladas, seguido pelos Estados Unidos
com 1371573 toneladas (FAO, 2014). Na Tabela 2.1 estdo representados
o0s dados da produgdo mundial de morango no ano de 2014.

Tabela 2.1 — Producdo mundial de morango no ano de 2014.

Continente Toneladas
Asia 3964336
Américas 2064988
Europa 1598077
Africa 442271
Oceania 44701
Mundial 8114373

Fonte: Elaborado pelo autor.
Dados: FAO, 2014.

A busca por produtos frescos e saudaveis vem ganhando atencéo
nos ultimos anos pelos consumidores, 0s quais exigem alimentos de alta
qualidade, seguros e prontos para o consumo. Neste contexto, surgem 0s
alimentos minimamente processados, que tem como caracteristicas a
praticidade, proporcionando economia de tempo no preparo dos
alimentos (MORAES et al., 2008). Nos mercados, é possivel encontrar
uma gama de produtos a base de morango disponivel de formas
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processadas, como sucos, polpas, desidratados, compotas e conservas,
porém seus valores nutricionais e caracteristicas sensoriais, muitas vezes,
sdo reduzidos (MARSZALEK, MITEK e SKAPSKA, 2015;
KOVACEVIC et al., 2015).

O morango, por sua vez, é um alimento altamente sensivel e
perecivel, de intensa atividade metabdlica, sujeito a danos mecanicos,
alteragdes fisioldgicas e principalmente sujeito a deterioragdo por fungos,
sendo que os principais responsaveis sdo Botrytis cinerea e Rhizopus
stolonifer, tornando sua comercializacdo um grande desafio (FAN et al.,
2009; VU et al., 2011; EL-MOGY e ALSANIUS, 2012).

A forma mais usual para a redugdo da deterioragdo do morango é
o0 rapido arrefecimento do fruto apds a colheita, sendo que sua vida Util
ndo costuma passar dos 5 dias (0 — 4 °C) (GHAOUTH et al., 1991).
Pesquisas sobre diversas técnicas de conservacdo do morango fresco ou
minimamente processado tém sido apresentadas na literatura, fazendo uso
da refrigeracdo, fungicidas quimicos sintéticos e organicos, tratamentos
osmoticos, tratamentos térmicos, tratamento com ultrassom, embalagens
com atmosfera modificada, filmes e coberturas comestiveis, entre outros
(WSZELAKI e MITCHAM, 2000; HARKER et al., 2000 ; HAN, et al.,
2004; VICENTE, etal., 2005 ; ZHU e ZHOU, 2007; AN, PARK, e LEE,
2009 ; CASTELLO, FITO e CHIRALT, 2010; EL-MOGY e
ALSANIUS, 2012; VELICKOVA etal., 2013; ADAY e CANER, 2013;
ADAY et al., 2013; GUERREIRO et al., 2015; KORTE e FAVARAO,
2016; OREGEL-ZAMUDIO et al. 2017).

Durante a maturacdo do morango ocorrem diversas alteracdes,
como a perda da firmeza, que esta relacionada a degradacdo de
componentes da parede celular devido & acdo de enzimas, como a
celulase, xilosidase e galactosidase (MANNING 1993; CASTELLO,
FITO e CHIRALT, 2010; ADAY et al., 2013). Guerreiro et al. (2015)
relataram que a firmeza de morangos com diferentes coberturas
comestiveis de alginato e pectina adicionados de 6leos essenciais foi
mantida, quando comparados com frutos controle. O efeito da cobertura
pode funcionar como barreira contra deterioracdo por fungos, na reducdo
da taxa de respiracdo e perda de &gua, fazendo com que a acgdo das
enzimas seja reduzida, e consequentemente mantendo a firmeza do
morango (VELICKOVA et al., 2013). Outros autores relataram o efeito
benéfico da aplicacdo de coberturas comestiveis sobre a firmeza de
morango (TANADA-PALMU e GROSSO, 2005; BORGES et al., 2013;
VELICKOVA et al., 2013; VENTURA-AGUILAR et al., 2018).

A perda de &4gua do morango para o ambiente externo pode
resultar na perda de massa, alteragdes na firmeza e na aparéncia, devido
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a evaporacdo da agua dos tecidos pela transpiragdo do fruto (DUAN et
al., 2011; VELICKOVA et al., 2013). A taxa limite para perda de massa
do morango varia de 6 % a 10 % (NUNES et al., 1995). A perda de massa
de morangos pode ser minimizada com o0 uso de baixas temperaturas e
umidade relativa do ambiente maior que 90 % (VICENTE et al., 2002).
A aplicacdo de coberturas comestiveis de diferentes materiais adicionados
ou ndo de um agente hidrofobico pode minimizar a perda de massa pela
capacidade de formar uma barreira que impede a evaporac¢do da dgua da
superficie do fruto, mantendo a sua hidratacdo com o tempo de
armazenamento, como relatado por diversos autores (TANADA-PALMU
e GROSSO, 2005; HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008; GOL et al.,
2013; VELICKOVA et al., 2013; GUERREIRO et al., 2015; OREGEL-
ZAMUDIO et al., 2017).

A cor vermelha caracteristica do morango € um fator importante
gue influencia sua aparéncia visual. Ela é desenvolvida pela sintese de
antocianinas, sendo que a principal é a pelargonidina-3-O-glicosideo,
possuindo capacidade antioxidante. Conforme o fruto do morango
amadurece, ele tende a ficar mais escuro (KALT et al., 1993). Para
Guerreiro et al. (2015), os parametros de cor avaliados nos frutos de
morango com diferentes coberturas de alginato de sédio e pectina
adicionados de diferentes concentragdes dos dleos essenciais contendo
citral e eugenol ndo foram significativos em termos de mudanca de
qualidade em relagdo aos frutos sem cobertura.

Velickova et al. (2013) avaliaram a mudanca da cor dos morangos
revestidos com diferentes coberturas de quitosana e cera de abelha, a qual
aumentou apenas 3 vezes no final do armazenamento a 20 °C. Enquanto
gue, 0s sem cobertura aumentaram 4 e 6 vezes mais no terceiro e sétimo
dia de armazenamento. Eles explicaram que, a auséncia do revestimento
provocou perda do liquido intracelular e colapso do tecido do morango.

Vargas et al. (2006) concluiram que os revestimentos comestiveis
de quitosana e 4&cido oleico em morango resultaram em melhor
preservacdo da cor durante o armazenamento a 4 °C. O oposto foi
observado por Perdones et al. (2012) para revestimentos em morango com
quitosana e dleo essencial de limao, que afetou os parametros de cor dos
frutos armazenados a 5 °C.

Os s6lidos sollveis totais (SST) no morango podem apresentar
aumento durante seu amadurecimento. Sao representados pelos agucares
soluveis (frutose, glucose, sacarose) como componentes mais abundantes,
seguido pelos acidos organicos ndo volateis. No estado maduro seu valor
pode variar de 5 % até 12 % de SST, dependendo da cultivar e de fatores
pré-colheita (FAMIANI et al., 2005). Tanada-Palmu e Grosso (2005),
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Oregel-Zamudio et al. (2017) e Vargas et al. (2006) ndo verificaram
diferenca significativa nos valores de SST dos diferentes tratamentos com
0 tempo de armazenamento dos morangos revestidos.

A acidez titulavel determina o percentual dos acidos organicos no
morango e o0 pH a concentracdo hidrogenidnica, e seus valores variam
conforme o fruto amadurece. Os &cidos organicos podem ser utilizados
pelas frutas como substrato na respiragdo ou conversdo em agucares,
tendendo a diminuir com o tempo de armazenamento, o pH,
consequentemente, aumenta, sendo um indicativo do estadgio de
maturacdo do morango (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Korte e Favardo (2016) observaram aumento significativo do pH
em relacdo aos tratamentos com coberturas de gelatina e extratos vegetais
utilizados em morango quando comparado com o tratamento controle. A
acidez titulavel de morangos diminuiu com uso de revestimentos de
gelatina e extratos vegetais em relagcdo ao tratamento controle e ao
revestimento composto s6 de gelatina. Oregel-Zamudio et al. (2017)
observaram a diminuicdo dos valores de pH em todos os tratamentos com
coberturas a base de goma guar, cera de candelilla e Bacillus subtilis em
morango. O contrario foi relatado por Perdones et al. (2012), para
tratamentos com morango sem e com revestimento de quitosana e dleo
essencial de limdo, em que os valores do pH e acidez titulavel
aumentaram com o tempo de armazenamento a 4 °C. Em outros estudos,
0 uso de revestimentos em morango ndo afetaram significativamente os
valores de pH e acidez titulavel (VARGAS et al., 2006; GOL et al., 2013;
VALENZUELA et al., 2015).

O morango é um fruto ndo-climatérico, porém possui elevada
taxa respiratdria e baixa producéo de etileno. Os fatores que afetam a taxa
respiratoria do morango sao a cultivar, o estado de maturagéo, regido de
producdo e temperaturas elevadas de armazenamento (CHITARRA e
CHITARRA, 2005; VELICKOVA et al., 2013). Zhao et al. (2007)
explicaram que valores elevados nas concentracGes de didxido de carbono
em frutos indica 0 aumento na taxa respiratoria e da degradacdo de acidos
organicos. O uso de coberturas comestiveis em frutos tem levado a
reducdo da taxa de respiracdo, retencdo da firmeza e controle do
crescimento microbiano (FAN et al., 2009; VU et al., 2011; GARCIA et
al., 2010; VELICKOVA et al., 2013).

O morango é muito susceptivel ao ataque de fungos deteriorantes
e 0 uso de coberturas comestiveis interfere ligeiramente na redugdo do
desenvolvimento desses microrganismos sobre a superficie do fruto
(VARGAS et al., 2006; FAN et al., 2009; VU et al., 2011; PERDONES
etal, 2012; VELICKOVA et al., 2013). A explicacdo pode ser dada pela
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barreira fisica que a cobertura comestivel forma no fruto, e quando a
cobertura é adicionada de agentes antimicrobianos sua acdo pode ser
potencializada. Perdones et al. (2012) observaram que 0s revestimentos
de quitosana com e sem 6leo de limdo reduziram a porcentagem de
morangos infectados em relagdo aos morangos néo revestidos apds 3 dias
de armazenamento. De acordo com Vargas et al. (2006), os estudos
mostraram que o0s revestimentos de quitosana retardaram o aparecimento
de contaminacdo fungica em comparagdo com morangos sem cobertura.
Ao final do armazenamento, os morangos com cobertura apresentaram
menos que 50 % de contaminacdo em relacdo aos morangos controle.

A avaliacao fisico-quimica do morango é de grande importancia
e se da por meio de analises do tamanho, coloracéo, acidez, pH, firmeza,
s6lidos soluveis, aclcares, acidos organicos, compostos fendlicos,
capacidade antioxidante, taxa respiratdria, perda de massa e
contaminacdo microbioldgica. Todas essas analises permitem obter
informac0es sobre a qualidade final do produto (SHINA et al., 2008).

Na Tabela 2.2 estdo resumidos alguns trabalhos sobre aplicacdo
de coberturas comestiveis em alimentos, fazendo o uso de diferentes
materiais e técnicas pos-colheita. Todos os autores estudaram a aplicacdo
de diferentes coberturas comestiveis em frutos para possibilitar estender
o0 tempo de vida Gtil do produto. A maioria dos autores relataram melhoras
das propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas com o uso das
coberturas comestiveis nos frutos, quando comparados com os frutos sem
recobrimento.
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2.2 Oleos Essenciais

Oleos essenciais ou 6leos volateis sdo substancias oleosas
aromaticas de sabores acidos e picantes, geralmente incolores ou
ligeiramente amareladas, obtidas a partir de folhas, flores, sementes,
galhos e raizes de plantas (BURT, 2004; CALO et al., 2015). Os 6leos
essenciais consistem quimicamente de compostos de terpenos e
compostos  aromaticos (SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-
NOVALES, 2012; TONGNUANCHAN, BENJAKUL e PRODPRAN,
2013). O método mais comum para extracdo desses 6leos € por meio de
destilacdo a vapor, mas existem outras técnicas em que podem ser obtidos
como por prensagem a frio, maceracéo, fermentacao e etc. (BURT, 2004;
FALEIRO, 2011; SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-NOVALES,
2012).

Os dleos essenciais sdo utilizados como constituintes de
perfumes, produtos farmacéuticos e na fabricacdo de diversos produtos
alimenticios. Suas propriedades potenciais estdo ligadas aos efeitos
antimicrobianos, antivirais e antioxidantes. Os @leos essenciais sdo
considerados potenciais alternativas aos aditivos sintéticos e sédo
geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) pela Food and Drug
Administration (FDA), por fazerem parte da dieta humana a muitos anos.
Porém, seu uso como conservantes de alimentos é restrito devido aos
efeitos sensoriais negativos quando introduzidos em quantidades
suficientes para proporcionar acao antimicrobiana. Contudo, quando se
incorpora 6leos essenciais em peliculas, em vez de aplicar diretamente no
produto, tém-se a vantagem de reduzir a taxa de difusdo dos compostos
ativos permitindo o efeito antimicrobiano desejado em concentragdes de
6leo menores, diminuindo sabores e odores indesejados aos alimentos
(PERSICO et al., 2009; AHMAD et al., 2012; TONGNUANCHAN,
BENJAKUL e PRODIPRAN, 2014; CALO etal., 2015).

Alguns autores relataram que a incorporagao de 6leos essenciais
em filmes de gelatina aumentaram as propriedades de barreira ao vapor
de agua, a flexibilidade e proporcionam atividade antioxidante e
antimicrobiana (PIRES et al., 2011; TONGNUANCHAN, BENJAKUL e
PRODIPRAN, 2012; TONGNUANCHAN, BENJAKUL e
PRODIPRAN, 2013). Arfat et al. (2014), estudaram as propriedades
antimicrobiana de filmes de gelatina adicionados com éleo essencial de
manjericdo e nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO), concluiram que os
filmes possuiam forte atividade antibacteriana, podendo ser utilizados
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como embalagens de alimentos para garantir a seguranca de alimentos e
prolongar vida util dos produtos.

Existem 6leos essenciais que sdo compativeis com algumas
caracteristicas sensoriais de frutas e hortalicas. Diferentes autores
comentaram que existe a possibilidade de prevenir o crescimento
microbiano por meio destes materiais (BURT, 2004; SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011; MARTUCCI et al., 2015). Os principais
responsaveis pelas propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais sdo
0s compostos fendlicos e alguns 6leos apresentam mais de 60 compostos
destes. A caracterizagcdo dos Oleos essenciais pode ser realizada por
cromatografia gasosa acoplada e espectrometria de massa (BURT, 2004;
GALINDO et al., 2010).

2.2.1 Oleo Essencial de Menta

Mentha arvensis, espécie conhecida popularmente como hortela
selvagem ou menta, pertencente ao género Mentha da familia Lamiaceae
com mais de 25 espécies, que estdo distribuidas naturalmente na Europa,
Asia, Africa e América do Norte. E uma erva comestivel, de sabor e odor
caracteristicos, e a partir dela se produz o 6leo essencial de menta, fonte
rica em mentol (KUMAR et al., 2011; TIWARI, 2016).

O componente principal do OEM é o mentol, um monoterpeno, o
qual é o maior responsavel pela atividade antimicrobiana. O rendimento
do dleo depende de fatores ambientais, da cultura, época da colheita,
métodos de destilacdo e condi¢des de armazenamento. Sua utilizagdo €é
bastante variada na induUstria farmacéutica (xaropes, creme dental,
enxaguantes bucais, perfumes, etc.), na culinaria (sucos, chas, molhos,
etc.) e na industria de alimentos (balinhas, sorvetes, bebidas, geléias, etc.)
(EDRIS e FARRAG, 2003; TIWARI, 2016).

As atividades antifiingicas e antibacterianas do OEM ou de seus
principais compostos esta relatada em diversas pesquisas encontradas na
literatura. Os autores concluem que o0 OEM pode ser uma boa alternativa
aos bactericidas quimicos utilizados em alimentos e para diversos fins
mercadol6gicos (ISCAN et al., 2002; SACCHETTI et al., 2005;
SCHELZ, MOLNAR e HOHMANN, 2006; NASCIMENTO et al., 2009;
KUMAR et al., 2011; GUPTA, SHARMA e NAIK, 2011; KAMATOU
etal., 2013; ABBASZADEH et al., 2014; BISWAS, SAHA e ALI, 2014;
GUERRA, et al., 2015; TIWARI, 2016).

Abbaszadeh et al. (2014) avaliaram a atividade antifingica de
diferentes compostos, entre eles o mentol, sobre o crescimento de
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diferentes fungos. Os resultados apresentados por eles mostraram que o
mentol era ativo contra todos os fungos testados (Cladosporium spp.,
Aspergillus spp.  Fusarium  oxysporum, Penicillium spp., Rhizopus
oryzae, Botrytis cinerea e Alternaria alternata), e os valores da
concentracdo minima inibitoria variaram de 100 a 450 pg/mL.

Combrinck, Regnier e Kamatou (2011) avaliaram a atividade in
vitro de dezoito 6leos essenciais e alguns componentes principais contra
fungos patogénicos comuns de frutas na pos-colheita. O OEM (47 % teor
de mentol) apresentou atividade para inibir 100 % do fungo Botrytis
cinerea na concentracdo mais baixa de 3,0 uL/mL.

Guerra et. al. (2015) estudaram o comportamento de filmes de
quitosana com o6leo essencial de Mentha piperita ou Mentha x villosa
Huds para prevenir infecgdes comuns na pds-colheita do tomate cereja.
Eles avaliaram a concentragéo minima inibitdria dos dois 6leos essenciais
contra os fungos Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium
expansum e Rhizopus stolonife que foi de 5,0 pL/mL. O principal
composto no 6leo essencial de Mentha piperita L. era 0 mentol com 30,3
% e da Mentha x villosa Huds era a rotundifolona com 70,2 %.

2.2.2 Nanoemulsdo de Oleos Essenciais

Emulsdes sdo sistemas heterogéneos, termodinamicamente
instaveis, que tendem a separacao fisica natural. Sdo compostas por trés
fases: aquosa, oleosa e emulsificante. Ndo sdo capazes de se formar
espontaneamente  (exceto microemulsdes) e suas caracteristicas
dependem de como sdo preparadas e ordem de adicdo de seus
componentes (HOLMBERG et al., 2002; DONSI e FERRARI, 2016). As
emulsdes podem ser denominadas como macroemulsfes, nanoemulsoes,
microemulsdes, solucbes micelares e solu¢des moleculares, de acordo
com seus tamanhos e estruturas (ANSEL, POPOVICH e ALLEN JR,
1999).

As nanoemulsdes sdo emulsdes compreendidas entre as
macroemulsdes e microemulsdes. Com tamanhos de goticulas entre 10 a
500 nm, elas podem apresentar transparéncia optica quando os tamanhos
de goticulas sdo em média menores que 10 nm, levemente opacas entre
40 a 100 nm e aparéncia leitosa quando acima de 100 nm
(MCCLEMENTS, 2011; SALVIA-TRUJILLO et al, 2015g;
ACEVEDO-FANI et al., 2015; DONSI e FERRARI, 2016; GUPTA et
al., 2016). As nanoemulsdes sdo estaveis por um longo periodo de tempo
e requerem baixas concentragdes de tensoativos, comparadas as
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microemulsdes. Elas sdo formadas usando alta energia de emulsificagdo
com equipamentos de homogeneizacdo de alta  pressdo,
microfluidizadores ou ultrassom, sendo uma técnica que permite extensa
escolha dos constituintes da formulagdo e melhor controle do tamanho de
gotas. O método de formacdo de nanoemulsdes usando baixa energia de
emulsificacdo faz-se uso de propriedades fisico-quimicas do sistema e
utilizam a inversao espontanea na curvatura do tensoativo para a obtencéo
de nanogotas (SOLE et al., 2010; DONSI e FERRARI, 2016).

O uso de nanoemulsdes de dleos essenciais esta cada vez mais
sendo investigado em diversas areas farmacéuticas (entrega de drogas e
produtos de perfumaria) e de alimentos (proteger alimentos liquidos ou
frutas e hortalicas minimamente processadas) (DONSI et al., 2014;
DONSI e FERRARI, 2016). Como a incorporacdo direta dos dleos
essenciais encontra limitagcdes relacionadas com a hidrofobicidade,
instabilidade volatil, atividade bioldgica e sabor forte, a tecnologia de
nanoemulsdo é capaz de proporcionar melhoras na estabilidade da
emulsdo e atividade bioldgica, pelo aumento da area de superficie e
minimizagdo das propriedades sensoriais podendo ser utilizadas menores
guantidades de éleo no produto (MCCLEMENTES e RAO, 2011;
ACEVEDO-FANI et al., 2015; SALVIA-TRUJILLO et al., 2015a;
SALVIA-TRUJILLO et al., 2015b; DONSI e FERRARI, 2016).

E possivel avaliar a qualidade de nanoemulsdes, quanto a sua
estabilidade, por diferentes métodos. A analise dos tamanhos de gotas da
fase interna da emulsdo determina se ocorre coalescéncia ou floculagéo,
guanto menor o tamanho dos glébulos, mais estavel é a nanoemulsdo. O
potencial zeta indica as propriedades da interface e da solucdo continua
(proxima a interface), estando relacionado & repulséo eletrostatica entre
gotas dispersas proximas. Quando o valor do potencial zeta em mddulo é
elevado (> 30 mV) indica estabilidade fisico-quimica da emulsdo, uma
vez que forcas repulsivas tendem a evitar possivel floculacdo. Variaces
nos valores de pH podem indicar existéncia de reacdes quimicas que
podem modificar a qualidade da estabilidade da nanoemulsées (MORAIS
et al., 2006).

Em estudos realizados por Salvia-Trujillo et al. (2015b),
utilizando nanoemulsdes de Oleos essenciais adicionados em
revestimento comestivel para aplicacdo em magcés, eles concluiram que as
técnicas empregadas contribuiram para melhorar a seguranca e qualidade
dos frutos frescos. Salvia-Trujillo et al. (2015a) caracterizaram emulsdes
e nanoemulsdes de 6leos essenciais e obtiveram respostas promissoras da
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utilizacdo de nanoemulsdes como sistemas de entrega de agentes
aromatizantes e conservantes na industria de alimentos.

Alexandre et al. (2016) produziram filmes & base de gelatina,
adicionados de montmorilonita e nanoemulsdes de 6leo essencial de
gengibre, e concluiram que a incorporacdo dos agentes nos filmes de
gelatina aumentou a espessura, diminuiu a solubilidade e permeabilidade
ao vapor de agua, aumentou a flexibilidade dos filmes, e os filmes obidos
apresentaram atividade antioxidante. Porém, ndo apresentaram atividade
antimicrobiana para as bactérias testadas.

Acevedo-Fani et al. (2015) estudaram filmes comestiveis de
nanoemulsées de Oleo essencial de tomilho, limdo e salvia como fase
dispersa e alginato como fase continua. Os potencias zeta das
nanoemuls6es variaram conforme o 6leo essencial utilizado. Os filmes
com O6leo essencial de tomilho apresentaram maior atividade
antimicrobiana. Equanto, os filmes com dleo essencial de salvia
apresentaram maior transparéncia, resisténcia ao vapor de agua e
propriedades mecanicas comparado aos filmes contendo 6leo essencial de
liméo e tomilho.

2.3 Coberturas Comestiveis

As peliculas comestiveis podem ser classificadas como filmes,
que sdo pré-formados em um suporte e depois sdo aplicados sobre o
produto, e como coberturas, que sdo formadas sobre a superficie do
alimento, podendo ser por imerséo, aspersao, fluidizagcdo ou aplicacdo
com um pincel (CUQ et al., 1995).

Os materiais poliméricos biodegradaveis naturais mais comuns e
de baixo custo para a formacdo de peliculas comestiveis sdo o0s
polissacarideos (amido, celulose, quitosana, alginato, pectinas, gomas),
as proteinas (gelatina, caseina, zeina) e os triglicerideos (6leos vegetais,
cera de abelha), que sdo capazes de formar uma rede tridimensional semi-
rigida que retém o solvente (agua, acidos, entre outros) (GONTARD et
al., 1993; CORTEZ-VEGA et al., 2013).

Algumas peliculas comestiveis elaboradas com esses materiais
requerem plastificantes (glicerol, sorbitol) e emulsificantes (&cidos
graxos, lecitina, polisorbatos). Os plastificantes, agentes de baixa massa
molecular, quando incorporados as formulagdes das peliculas, modificam
as interagbes intermoleculares, aumentando a mobilidade das cadeias
poliméricas e reduzindo a temperatura de transicdo vitrea do sistema,
proporcionando, assim, maior flexibilidade ao material (CHIUMARELLI
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e HUBINGER, 2014). O aumento na incorporagédo de plastificantes, em
geral, faz com que ocorra diminuicdo da forca e aumento da deformacéo
na ruptura das peliculas, mas causam aumento da permeabilidade aos
gases e ao vapor de agua, ja que possuem caracteristicas hidrofilicas e
higroscopicas (GONTARD et al., 1993; CUQ et al., 1995). Os
emulsificantes, agentes tensoativos anfifilicos, interagem na interface
lipidio-agua e diminuem a tensdo interfacial entre as fases dispersa e
continua, melhorando a estabilidade da emulsdo (HAN e GENNADIOS,
2005; RODRIGUEZ et al., 2006).

As coberturas comestiveis desempenham papel importante na
distribuicdo, conservacdo e comercializacdo dos alimentos, possuindo
fungdes contra choques mecénicos, danos quimicos e microbioldgicos.
Elas promovem barreiras semipermedaveis, inibindo a migracdo de
umidade, oxigénio, dioxido de carbono, aromas, entre outros
(FALGUERA et al., 2011). Elas podem melhorar a aparéncia dos
alimentos e incorporar agentes anti-escurecimento, saborizantes,
corantes, nutrientes e agentes antimicrobianos (SALVA-TRUJILLO et
al., 2015b). Além disso, as coberturas comestiveis devem apresentar-se
seguras para a saude, apresentar estabilidade microbiol6gica, ndo conter
compostos téxicos e possuirem caracteristicas sensoriais aceitaveis
(DIAB et al., 2001).

A eficacia de cada pelicula comestivel depende de suas
propriedades mecanicas, de barreira, fisico-quimicas e microbioldgicas,
as quais estdo ligadas ao arranjo molecular dos diferentes componentes
das coberturas. Essas propriedades podem ser afetadas pelo produto que
sera recoberto, como, por exemplo, a umidade da superficie do vegetal.
Com isso, faz-se necessario a caracterizagdo dessas peliculas comestiveis
por meio de analises de espessura, cor, transparéncia, opacidade,
permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade, umidade, permeabilidade
aos gases, propriedades mecénicas, morfologia, avaliaces sensoriais e
microbioldgicas (VARGAS et al., 2008; FAGUNDES et al., 2013).

A espessura das coberturas comestiveis é influenciada pela
concentracdo de solidos da solugdo formadora de filmes e é um parametro
importante para as propriedades de permeabilidade ao vapor de &gua,
mecéanicas e transparéncia (AHMAD et al., 2012; FAKHOURI et al.,
2015). Para Choi et al. (2016), a espessura média das coberturas de
hidroxipropilmetilcelulose com 6leos essenciais de orégano e bergamota
foi de 32,4 um. Eles explicaram que a presenca de particulas do 6leo no
filme ndo afetou a variacdo da espessura. Perdones et al. (2012)
observaram que as espessuras dos filmes de quitosana diminuiram
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significativamente quando o 6leo foi adicionado e atribuiram a perda de
compostos volateis durante a secagem do filme. Para Pires et al. (2013),
as espessuras dos filmes de gelatina adicionados dos 6leos essenciais de
estragdo e tomilho ndo apresentaram diferenca significativa do filme
controle, porém os filmes adicionados dos 6leos de citronela e coentro
diferiram significativamente do filme controle. Essa redugéo da espessura
dos filmes foi associada a interagGes hidrofébicas entre dleos e proteinas,
devido aos altos niveis de hidrocarbonetos dos 6leos.

Para Vargas et al. (2006), Ahmad et al. (2012), Thongnuanchan
et al. (2012) e Thongnuanchan et al. (2013) a espessura dos filmes
aumentaram de acordo com as concentragdes dos 6leos.

As propriedades O6pticas das coberturas comestiveis sdo
importantes quando se deseja manter as caracteristicas originais dos
produtos, como a cor e o brilho. A opacidade do material demonstra sua
maior ou menor transparéncia, a qual é caracterizada pelo blogueio da
passagem de luz (Martucci et al.,, 2015). Alguns autores relataram
alteracGes da opacidade e a reducdo da transparéncia de filmes
adicionados de 6leos essenciais e explicaram que esse comportamento
ocorre devido a dispersdo de luz na interface de goticulas de 0leo
essencial incorporados na matriz do filme e dependentes do tipo de 6leo
(THONGNUANCHAN et al., 2012; THONGNUANCHAN et al., 2013;
PIRES et al., 2013; MARTUCCI et al., 2015).

As propriedades de barreira das coberturas comestiveis
dependem do tipo de alimento que sera coberto. Elas podem atuar como
barreiras ao vapor de agua (evitar perda de massa do fruto), aos gases
(controle da taxa de respiracdo), solutos, 6leos e aromas (manter odor
caracteristico). Geralmente, filmes proteicos apresentam alta barreira aos
gases e baixa barreira ao vapor de 4gua, sendo que a adi¢do de compostos
hidrofdbicos e a espessura do filme podem melhorar essas caracteristicas
(VARGAS, 2008). Segundo Perdones et al. (2012), o efeito do 6leo
essencial de limdo em coberturas de quitosana favoreceu a reducdo da
permeabilidade ao vapor de agua em comparacdo ao filme controle de 35
x 10 g/Pa.s.m para 19,7 x 10% g/Pa.s.m. Anker et al. (2002) explicaram
gue as goticulas de vapor de agua tem menor afinidade e maior
dificuldade no percurso de difusdo através da matriz pelo fato de
existirem glébulos lipidicos distribuidos.

Ahmad et al. (2012) verificaram que a permeabilidade ao vapor
de agua dos filmes de gelatina de pele de peixe com 6leo essencial de
limoneno foi menor em relacdo ao filme com 6leo de bergamota. Isso
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pode ocorrer devido a diferenca na natureza hidrofébica dos éleos
essenciais utilizados (MARTUCCI et al., 2015).

Bertan et al. (2005) caracterizaram filmes de gelatina e triacetina
adicionados de 6leo resinoso altamente hidrof6bico e observaram que a
permeabilidade ao oxigénio aumentou, atribuindo esse resultado a
existéncia de microporos na matriz do filme.

A natureza do material, coesdo da matriz polimérica, processo de
obtencdo e eliminacdo do solvente podem influenciar diretamente as
propriedades mecanicas das coberturas comestiveis (CHAMBI e
GROSSO, 2006). A adicdo de compostos hidrofébicos pode modificar a
estrutura da matriz e diminuir a resisténcia a tracéo de filmes proteicos,
sendo que essa esta relacionada com a distribuicdo e interacfes
intermoleculares e intramoleculares da rede do filme (PRODPRAN,
BENJAKUL e ARTHARN, 2007; LIMPISOPHON, TANAKA e
OSAKO, 2010; TONGNUANCHAN, BENJAKUL e PRODPRAN,
2012; MARTUCCI et al., 2015).

Para avaliar a estrutura e distribuicdo dos componentes na matriz
filmogénica com fins qualitativos, podem ser utilizadas técnicas de
microscopia. Tongnuanchan, Benjakul e Prodpran (2012) observaram a
boa distribuicdo de dleos essenciais na matriz de filmes de gelatina por
meio de micrografias de filmes lisos e homogéneos e fizeram uma relagdo
com a reducdo da permeabilidade ao vapor de 4gua. Quando ha colapso
da emulsdo durante a secagem de filmes proteicos incorporados de dleos,
pode-se observar manchas escuras, rachaduras ou bolhas, o que indica
gue a dispersdo na pelicula ndo é estavel, gerando filmes mais
heterogéneos (TONGNUANCHAN et al., 2012).

As técnicas térmicas sdo utilizadas para avaliar as interagdes entre
0s componentes na matriz dos filmes. Por calorimetria diferencial de
varredura tém-se as medidas de temperatura e do fluxo de calor
associados as transicbes dos materiais pelo tempo e temperatura
(MOTHE e AZEVEDO, 2002; SOBRAL, 2000). Bertan et al. (2005)
explicaram que os termogramas de filmes de gelatina com A&cidos
palmitico ou estearico apresentaram mais de um pico de fusdo, propondo
gue a incorporagdo das substancias hidrofobicas ndo foi homogénea na
matriz de gelatina. E possivel relacionar valores de Tg com o
deslocamento de moléculas do filme na fase amorfa e essa mudanca
influencia as propriedades do material, podendo ser explicados o
comportamento fisico e quimico do sistema (NAGARAJAN et al., 2014;
TONGNUANCHAN et al., 2016).
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2.4 Gelatina

A gelatina € um material produzido a partir da hidrdlise
controlada do colageno extraido de ossos, tenddes, peles e tecidos
conjuntivos gerados como residuos durante o abate e processamento de
animais (COZMUTA et al, 2015; HAZIRAH, ISA e SARBON, 2016). A
gelatina é o derivado de proteina preferido como material para formagéo
de peliculas comestiveis devido ao seu baixo custo, abundancia natural,
boa formacdo de pelicula, auséncia de odor e sabor e por ser de alta
biodegradabilidade. Porém, a gelatina possui desvantagens por ser
altamente sensivel & &gua, formar filmes frageis de baixa estabilidade
térmica, podendo restringir sua utilizacdo como embalagem de alimentos
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2011; WENG e ZHENG, 2015).

As coberturas comestiveis elaboradas a base de gelatina possuem
propriedades que podem ser melhoradas a partir da incorporacdo de
diferentes materiais em suas formulacGes. Os plastificantes séo
adicionados com o intuito de reduzir as interacdes intermoleculares das
redes tridimensionais das cadeias de gelatina, promovendo maior
flexibilidade a pelicula formada. Os surfactantes sdo utilizados, quando
necessario, para melhorar a estabilidade das particulas de lipideos na
matriz proteica. Os lipideos possuem capacidade de diminuir a
permeabilidade ao vapor de dgua devido a sua hidrofobicidade, melhorar
a permeabilidade aos gases e até servirem como agentes antimicrobianos
(KESTER e FENNEMA, 1986; COZMUTA et al, 2015).

As peliculas comestiveis biodegradaveis, produzidas a partir de
proteinas de diferentes fontes, tém sido utilizadas com sucesso, devido a
sua abundancia e excelentes propriedades de barreira aos gases (PARK e
CHINNAN, 1995; PRODPRAN, BENJAKUL e ARTHARN, 2007,
AHMAD et al., 2012; ARFAT et al., 2014; TONGNUANCHAN et al.
2015; TONGNUANCHAN et al. 2016). Devido as vantagens e limitagdes
de cada categoria de componentes para elaboracdo de coberturas
comestiveis, muitos trabalhos propdem a combinacdo de diferentes
materiais bioldgicos (proteinas, polissacarideos, lipideos) com agentes
antimicrobianos naturais (6leos essenciais vegetais), extratos vegetais,
fibras diversas, nanoparticulas e microcpsulas, para melhorar as
propriedades das coberturas (CHEN e NUSSINOVITCH, 2001;
TONGNUANCHAN, BENJAKUL e PRODPRAN, 2013;
TONGNUANCHAN et al. 2015; WU et al., 2015; ARFAT et al., 2017).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X15001356#bib22
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2.5UV-C

A luz é considerada uma parcela do espectro de varias ondas
eletromagnéticas que percorrem através do espago (Figura 2.5). A
radiacdo ultravioleta (UV) tem comprimento de onda que varia de 100 a
400 nm, a qual pode ser subdividida em UV-A de 315 a 400 nm, UV-B
de 280 a 315 nm, UV-C de 200 a 280 nm e UV de vacuo de 100 a 200 nm
(KOUTCHMA et al., 2009).

Figura 2.1 - Espectro de radiagdo eletromagnética com divisdo do espectro de luz
visivel e luz UV em trés diferentes tipos.
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Fonte: KOUTCHMA et al., 2009.

A radiacdo eletromagnética ultravioleta de onda curta (UV-C)
possui acdo germicida, o qual tem como principal alvo o material genético
de bactérias, fungos e virus. O uso da UV-C para aplicacdo em alimentos
é relativamente recente e de grande interesse por se tratar de uma
tecnologia de baixo custo, de facil manuseio, ndo tdxica, ndo deixa
residuos quimicos nos alimentos e o principal, é eficaz no controle da
deterioracdo e melhora na qualidade dos alimentos, prolongando o tempo
de vida atil (LEMOINE et al., 2007; SHIN, SONG e SONG, 2012;
LACIVITA etal., 2016; FORMICA-OLIMEIRA et al., 2017).

Shin, Song e Song (2012) estudaram o efeito de tratamentos com
dioxido de cloro aquoso, aplicacdo de UV-C e embalagem de filme
proteico de farelo de arroz com extrato de semente de toranja na vida Util
de morangos. Os resultados mostraram que o efeito do diéxido de cloro
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aquoso com UV-C e com o filme reduziram a populagdo de bactérias
guando comparado com os tratamentos estudados individualmente. Para
0s atributos cor, acidez e andlise sensorial o tratamento combinado foi o
que apresentou melhores resultados até os 11 dias de armazenamento
comparado com os tratamentos individualizados. Xu et al. (2016) também
concluiram que a combinagéo de 2 mg/L de dioxido de cloro aquoso com
aplicacédo de 4 kJ/m? de UV-C em frutos de mirtilo foi mais eficaz do que
0s tratamentos estudados individualmente.

A aplicacao de UV-C pode, em alguns casos, diminuir a produ¢do
de etileno como em estudos realizados por Stevens et al. (1998), os quais
aplicaram a técnica de UV-C em frutos de péssegos, causando diminuicdo
no amadurecimento. Ja em outro caso relatado por Tiecher et al. (2013),
a producéo de etileno em tomates aumentou com a aplicacdo de UV-C, e
neste caso também ocorreu redugéo da maturacao dos frutos.

Severino et al. (2014) em estudos recentes obtiveram resultados
potenciais na reducéo de Listeria monocytogenes em brdcolis com uso de
revestimentos de quitosana e Gleos essenciais com tratamentos nado
térmicos, como UV-C, agua ozonizada e irradiacdo gama.

Graca et al. (2013) estudaram a aplicacdo de UV-C em fatias de
maca e avaliaram as amostras por um periodo de 15 dias. Concluiram,
gue o tratamento com UV-C pode ser uma alternativa a lavagem com
solucdo de hipoclorito. Os autores também constataram que o tratamento
com UV-C néo afetou as propriedades de qualidade da magca.

Por meio de uma breve revisao sobre os efeitos fisiologicos da
luz UV-C e seu potencial na agronomia realizada por Urban et al. (2016),
esses autores fazem observacgdes de que essa tecnologia é uma poderosa
ferramenta para prolongar a vida Gtil de frutas e hortalicas frescas, assim
como a sintese e acumulacdo de fitoquimicos promotores da salde da
planta na pré colheita e p6s colheita e que os préximos estudos utilizando
a luz UV-C virdo reforcar ainda mais essas ideias.
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CAPITULO 3. CARACTERIZAGAO DE COBERTURAS
QOMESTiVEIS A BASE DE GELATINA ADICIONADAS DE
OLEO ESSENCIAL DE MENTA (MENTHA ARVENSIS)

Resumo

Neste capitulo sera apresentado a caracterizagdo das coberturas
comestiveis adicionadas de 6leo essencial de menta (OEM) quanto as
propriedades de barreira, propriedades mecanicas, estruturais e de
capacidade antiflngica. Cinco concentrages de 6leo de menta (0, 0,06,
0,13, 0,25, 0,38, 0,50 % (g/g de gelatina)) foram incorporadas nas
solucbes das coberturas comestiveis de gelatina. Os filmes foram
preparados por casting e caracterizados. O 6leo adicionado nos filmes
aumentou a barreira ao vapor de agua, a espessura e a opacidade, e
diminuiu a transparéncia dos filmes. A organizacdo molecular dos filmes
foram modificadas pela adi¢do do 6leo de menta e concentragfes acima
de 0,38 % tornaram os filmes mais frageis e menos homogéneos na
superficie. Na concentragdo de 0,50 % de 6leo, o filme foi eficaz contra
0 crescimento de Botrytis cinerea e Rhysopus stolonifer sobre a superficie
do filme, indicando capacidade antiflngica. O uso de 6leos essenciais
vem sendo estudado cada vez mais na &rea de alimentos, especialmente
como aditivo em filmes e coberturas comestiveis por apresentarem ampla
atividade antimicrobiana, por serem de origem natural e de baixo custo.

3.1 Introducéo

Muitos paises em desenvolvimento enfrentam sérios problemas
na gestdo e minimizacao da quantidade de residuos sdlidos. A quantidade
de residuo gerado cresce anualmente em propor¢do com o crescimento
populacional. Nos Gltimos anos, o interesse em preservar alimentos de
forma segura, natural e de facil preparo tem aumentado. Nesse sentido, a
preocupa¢do com o meio ambiente em reduzir as quantidades e usos de
embalagens plasticas a base de polimeros sintéticos. Diversos materiais
podem ser utilizados para a formulacdo de embalagens biodegradaveis
para alimentos em forma de filmes e coberturas comestiveis. Materiais &
base de proteinas, carboidratos e lipideos estdo sendo estudados em
conjunto com outros compostos para que proporcionem melhor barreira
entre 0 ambiente externo e o alimento, prolongando o tempo de vida Util
de diferentes produtos. Atualmente, proteinas bovinas e de pescado tem
sido estudadas como material de embalagens, com o objetivo de substituir
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0s polimeros sintéticos, devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, boas propriedades de barreira aos gases, mecanicas,
compostos volateis, 6leos e luz UV (KANMANI e RHIM, 2014;
TONGNUANCHAN et al. 2016). Mas essas propriedades podem variar
dependendo da fonte de gelatina utilizada, o tipo do plastificante e
emulsificante, entre outros fatores (VANIN et al., 2005).

A proteina bovina (gelatina) é uma fonte promissora para a
criacdo de novas embalagens ativas por possuir boa capacidade de formar
filme e manter a qualidade dos alimentos durante o periodo de
armazenamento (PIRES, et al., 2013). Ja foi relatado por diferentes
autores que filmes a base de gelatina bovina e suina apresentam baixa
elasticidade e alta tensdo de ruptura (SOBRAL et al., 2001). Obtida pela
hidrélise parcial do colageno, constituinte de peles de animais, 0ssos e
tecidos conjuntivos, é biodegradavel, ndo toxica e de facil excrecdo (GAN
et al., 2012). Coberturas comestiveis a partir de gelatina possuem baixa
barreira ao vapor de agua, devido a natureza hidrofilica das gelatinas e o
uso de plastificantes necessarios para a formacao do filme que também
possui carater hidrofilico (TONGNUANCHAN et al. 2015;
LIMPISOPHON et al., 2010). Para melhorar as propriedades de barreira
ao vapor de dgua pode-se fazer uso de compostos ativos durante o preparo
dessas embalagens, como por exemplo, o uso de 6leos esséncias de
plantas, que possuem natureza hidrofébica. Diferentes tipos de 6leos
essenciais tém sido utilizados na incorporacdo em filmes de gelatina
(AHMAD et al., 2012; ARFAT et al., 2014; TONGNUANCHAN et al.
2014; TONGNUANCHAN et al. 2015; TONGNUANCHAN et al. 2016).

Estudos demonstram que 6leos essenciais, como o de menta,
além de comestiveis, possuem capacidade antimicrobiana e antiflngica
(KALEMBA e KUNICKA, 2003; GUERRA, et al., 2015). Porém, muitas
vezes seu Uso é restrito devido a sua toxicidade, custo de aplicacdo e
aroma pungente. Uma forma de minimizar esses efeitos é a formulacéo
de embalagens comestiveis, com concentragbes do 6leo que mantenham
sua eficacia (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011). Sua atividade ndo
esta apenas relacionada a atividade antimicrobiana, mas também em
melhorar as caracteristicas fisicas e quimicas das embalagens. Portanto, o
OEM pode ser utilizado como uma barreira para diminuir o
desenvolvimento de fungos. A presenca do mentol contido no 6leo pode
evitar contaminagBes externas e internas aos alimentos. Além disso, o
6leo pode atuar como componente hidrofébico, e reduzir a
permeabilidade ao vapor de agua das embalagens, evitando a perda de
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agua dos alimentos durante o armazenamento (ABBASZADEH et al.,
2014, GUERRA et al., 2015).

Esta etapa do trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar
diferentes coberturas comestiveis a base de gelatina, incorporadas com
oOleo essencial de menta, e determinar suas propriedades mecanicas, de
barreira, estruturais e antiflingicas para posterior aplicagdo em alimentos.

3.2. Material e Métodos
3.2.1. Materiais

A gelatina bovina utilizada foi do Tipo B (Bloom 250,
viscosidade 34 mPa.s, umidade 9 %, cinzas < 2 %, pH 5,8) doada por
Gelnex The Gelanin Especialist (It4, Santa Catarina, Brasil), 6leo
essencial de menta (Mentha arvensis) (aproximadamente L-mentol = 40
%, mentona = 24 %, acetato de mentila = 4 %, isomentona = 10 %)
adquirido da Ferquima Industria e Comercio LTDA. (Vargem Grande,
S&o Paulo, Brasil), glicerina (C3HgO3), Tween 80 (CesH124026) (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Rhizopus stolonifer (CBMAI 1551)
foi doado pelo Laboratério de Microbiologia do Solo da Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianépolis, Santa Catarina e Botrytis
cinerea (CBMAI 863) adquirido da Colecdo Brasileira de Micro-
organismos de Ambiente e Industria — CBMAI/DRM, UNICAMP,
Paulinia, S&o Paulo.

3.2.2. Formulacéo e preparo das coberturas comestiveis

A solucdo das coberturas foi preparada dissolvendo a gelatina 4
% (m/v) com agua destilada sob agitacéo, a temperatura ambiente durante
20 min. Apos dissolucéo, foi adicionado 0,13 % de glicerol (g/g gelatina)
e 0,06 % de Tween 80 (g/g gelatina) e a mistura foi aquecida em banho
maria a 80 °C por 10 min. Na sequéncia, a mistura foi resfriada até 27 °C,
seguida da adi¢do do OEM (0; 0,06; 0,13; 0,25; 0,38; 0,5 % (g/g gelatina))
e homogeneizada em um Ultra-Turrax T25 IKA-Werke (Steufen,
Germany) a 14.500 rpm por 3 min. As bolhas foram retiradas sob vacuo.
Para a formacdo dos filmes, 20 g de solugdo foram colocadas em placas
de acrilico de 15 cm de didmetro e armazenadas a 25 °C por 24 h para
secagem. Os filmes formados foram retirados das placas, cortados e
armazenados a 58 % UR a 25 °C por 48 h até a realizacdo das analises,
exceto para ensaio antifingico, onde os filmes foram utilizados logo ap6s
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a secagem. O método utilizado foi adaptado a partir do método descrito
por Tongnuanchan et al., (2015).

3.2.3. Caracterizacdo dos filmes
3.2.3.1 Espessura

As espessuras dos filmes foram determinadas utilizando-se
micrometro digital (Mitutoyo, MDC-25P, Japdo) com precisdo de 0,001
mm. Os resultados foram obtidos pela média aritmética de 8 medidas
aleatorias da superficie de cada corpo de prova.

3.2.3.2 Opacidade

A opacidade foi analisada por transmitancia total, em colorimetro
Ultra Scan Vis 1043 (Hunter Lab, Reston, EUA), utilizando a escala
CIELab*. As medidas realizadas foram expressas em termos dos
parametros L* (Luminosidade), a* (+a*=vermelho e -a*=verde) e b*
(+b*=amarelo e -b*=azul), sendo verificada a opacidade (0 a 100 %) das
amostras calculadas automaticamente pelo préprio software do
equipamento (VANIN, et al., 2005).

3.2.3.3 Transparéncia

Para determinacéo da transparéncia foram utilizadas amostras dos
filmes de 2,5 cm x 9,0 cm. As amostras foram adaptadas no caminho
optico do equipamento. A transparéncia foi medida pela transmitancia
(%) do conjunto a 500 nm, medida em um espectrofotdmetro (SQ-2800
UV/VIS, UNICO, United Products & Instruments Inc., Nova Jersey,
EUA). A transmiténcia total (100% T) foi determinada com uma cubeta
vazia (TANG et al., 2005).

3.2.3.4 Permeabilidade ao Vapor de Agua

A permeabilidade dos filmes ao vapor de agua (KWY) foi
determinada por gravimetria a 25 °C (FADINI et al., 2013), de acordo
com método ASTM E96/E96 M-5. Cépsulas de difusdo foram
preenchidas com silica gel (0% UR), cobertas com o filme, seladas e
armazenadas em camara a 75 % UR. O ganho de massa de cada célula foi
determinado por pesagens sucessivas em balanca analitica (Shimadzu,
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AY?220, Brasil) com intervalos de 1 h em 1 h até 12 h e ap6s 24 h. A
permeabilidade dos filmes foi calculada pela Equacéo 1:

pva— WXL )

Axps(awl —aWz)

Sendo: W a taxa de ganho de massa (agua) pela célula de difuséo
(9/s), L a espessura (m), A a area (m?), ps a pressdo de saturacédo do vapor
de agua (Pa) e aw1, awz, S80 as atividades de agua nas condicGes externa e
interna da célula, respectivamente.

3.2.3.5 Propriedades Mecénicas

Os parametros tenséo de ruptura (MPa) e elongagéo (%) dos filmes
foram determinados utilizando texturdmetro tipo Universal Testing
Machine (modelo TA-TX plus, Stable Micro Systems, Surrey,
Inglaterra), de acordo com método ASTM D882-00 (ASTM, 2002), em
filmes com dimensdes de 9,0 cm de comprimento e 2,5 cm de largura.
Foram realizadas 8 medidas em cada amostra de filme. As espessuras dos
filmes foram medidas antes de cada analise e tomadas em quatro pontos
aleatorios com auxilio de um micrémetro digital (Mitutoyo, MDC-25P,
Japdo). As determinacdes foram realizadas a 25 °C por 3 min para que as
condi¢des da sala ndo interferissem nos resultados.

3.2.3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A superficie e secdo transversal dos filmes, previamente fraturados em
nitrogénio liquido, foram analisadas em microscopio eletrénico de
varredura (MEV) com sensor de elétrons secundarios retroespalhados
(JEOL, JSM-6390LV, Japdo) a uma voltagem de aceleracdo de 15 kV.
Foram observadas ampliacdes de 1000 x para a superficie e de 1500 x
para a secdo transversal dos filmes. Os filmes foram previamente
recortados em retangulos pequenos de 1,0 cm por 0,5 cm, fixados em um
suporte cilindrico metalico e recobertos por uma fina camada de ouro,
utilizando equipamento metalizador (Baltec, SCD 0005, Japdo). As
micrografias foram obtidas no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina.
3.2.3.7 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)
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O microscépio confocal de varredura a laser Leica modelo TCS
SP5 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) foi utilizado para
avaliar a incorporacdo e distribuicdo das goticulas do OEM nos filmes.
As imagens foram capturadas com uma lente objetiva de 63 x com
imersdo em 6leo. O laser foi ajustado para modo de fluorescéncia verde
que originou comprimento de onda de 514 nm. As imagens obtidas foram
analisadas no software Leica Application Suite - LAS AF lite — TCS MP5
(Leica Microsystems GmbH Wetzlar, Alemanha).

Anteriormente & formacéo dos filmes, o 6leo de menta foi corado
com Vermelho de Nilo (0,004 mg/10 mL de 6leo) até solubilizagéo
completa. Em seguida, os filmes foram formados seguindo o método ja
descrito anteriormente. Para a analise no microscopio confocal, os filmes
foram cortados (didmetro = 1,5 cm) e sobrepostos entre uma lamina de
vidro e uma laminula fixada nas laterais com adesivo (BERTAN et al.,
2005).

3.2.3.8 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho dos filmes foram obtidos usando
um espectrometro FTIR (Agilent, modelo Carry 660, EUA) com um
acessorio de refletancia total atenuada horizontal (ZnSe). Com essa
andlise foi avaliada a interagdo do 6leo essencial de menta com a matriz
proteica dos filmes a base de gelatina. As amostras foram colocadas
diretamente sobre o cristal e foram executadas uma média de 20
varreduras no intervalo de 4000 — 650 cm e resolucéo de 4 cm™ para
cada amostra, como descrito por Tongnuanchan et al. (2015). As medidas
das amostras foram descontadas pelo background de ar, isto é, sem
amostra sobre o cristal. Trés réplicas foram executadas para cada filme.

3.2.3.9 Angulo de Contato e Energia Livre Superficial

Os angulos de contato dos filmes foram medidos por
equipamento tensidmetro Tracker-S (Teclis Sarl, Longessaigne, Franga)
seguindo método proposto por Rotta et al., (2009), com algumas
modificagBes. Amostras dos filmes de 1 cm x 5 cm foram sobrepostas em
uma superficie plana. Uma gota de 1 pL dos liquidos padrdo (agua,
formamida e diiodometano) foi gerada por uma microseringa com
graduacdo automatica e aplicada, separadamente, sobre a superficie dos
filmes. O angulo de contato foi calculado pela média dos valores do
angulo esquerdo e direito da gota, a partir da imagem digitalizada da gota.
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As medigdes foram realizadas em até 30 s para evitar a absorgdo do
liquido pelo filme. A temperatura da sala foi mantida em 23 °C e foram
realizadas 4 medicOes repetidas para cada liquido em cada formulagao de
filme. A energia livre superficial e suas componentes (polar e dispersiva)
foram calculadas pelo método de Owens-Wendt (1969) (Egs. (2) e (3)):

v =y 4+ 2)
(1 + cosh) = 2( vyt + |viy) > 3)

Sendo: yT a energia livre superficial total, y¢ a energia livre
superficial dispersiva (apolar), yP a energia livre superficial néo
dispersiva (polar).

3.2.3.10 Capacidade Antifungica

A capacidade antiflingico dos filmes de gelatina com e sem 6leo
de menta foi avaliado in vitro contra Rhizopus stolonifer e Botrytis
cinerea. O ensaio iniciou com a inoculagdo de 0,1 mL da suspensdo de
esporos (10° esporos/mL) na superficie das placas de Petri com meio
BDA (Agar Batata Dextrose). Os filmes (diametro = 2,0 cm), cortados
previamente com lamina cilindrica, foram posicionados no centro das
placas, que foram entdo incubadas a 26 °C durante 3 dias para R.
stolonifer e 26 °C durante 5 dias para B. cinerea. A capacidade
antifungica dos filmes foi determinada pela medida do diametro da zona
de inibicdo do crescimento flngico em volta do filme com um paquimetro
Mitutoyo (Kawasaki, Japdo). Os ensaios foram realizados em duplicata
para cada filme (PERDONES et al., 2014).

A capacidade antifungica do 6leo essencial de menta foi
determinada seguindo o mesmo método de difusdo em disco descrito
anteriormente, com modificacBes descritas por Alexandre et al. (2016).
Foi utilizado papel de filtro estéril (didmetro = 2,0 cm) impregnado com
5 uL do dleo essencial de menta. Foram utilizados discos impregnados
com dleo de soja como controle positivo e etanol absoluto como controle
negativo. Essa analise visou caracterizar o OEM utilizado quanto & sua
capacidade antifingica contra B. cinerea e R. stolonifer.
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3.2.3.11 Anélises Estatisticas

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA)
usando software Statistica 10 (Stafsoft Inc., EUA). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia.

3.3. Resultados e Discusséo
3.3.1 Espessura, Transparéncia e Opacidade

A espessura, transparéncia e opacidade dos filmes de gelatina
incorporados com diferentes concentracBes de OEM estdo apresentadas
na Tabela 3.1. A espessura dos filmes adicionados do 6leo aumentou
guando comparada com o filme controle (sem OEM), variando de 41,1 a
44,0 um. Nao foi observada diferenca significativa (p > 0,05) na
espessura entre as concentracdes mais baixas de éleo (0,06 %, 0,13 % e
0,25 %) e o filme controle. As diferencas significativas (p < 0,05) em
relacdo ao filme controle foram observadas apenas para as amostras
contendo maiores concentracéo de 6leo (0,38 % e 0,50 %). A variacdo da
espessura dos filmes pode estar relacionada apenas com o simples
aumento do teor de sdlidos ou devido as cadeias de peptideos da gelatina
ndo conseguirem formar uma rede compacta na presenga do Oleo,
segundo Ahmad et al. (2012) e Tongnuanchan et al. (2015), que
obtiveram resultados semelhantes para filmes a base de gelatina de peixe
incorporados com 6leos essenciais em diferentes concentragoes.

Por outro lado, a transparéncia dos filmes contendo OEM
diminuiu em relagdo ao filme controle. Essa redugdo da transparéncia foi
significativa (p < 0,05) a partir de 0,25 % OEM na formulagdo. A
transparéncia ndo foi afetada (p > 0,05) pela adicdo do 6leo nas
concentracdes de 0,06 % e 0,13 %, em relacdo ao filme controle. Segundo
Ahmad et al. (2012), a incorporagao de diferentes concentracdes de 6leos
essenciais de bergamota e citronela em filmes de gelatina apresentaram
reducdo nos valores da transparéncia. Para Rauwendaal (2001), citado por
Ahmad et al. (2012), em materiais transparentes, a heterogeneidade na
composi¢do do material pode ocasionar mudancgas significativas das
propriedades opticas. Pires et al. (2011) explicaram que a adicdo de
diferentes Gleos essenciais em filmes de gelatina resultou em menor
transparéncia quando comparados com os filmes sem 6leo. Os autores
explicaram que os filmes adicionados do 6leo foram claros o suficiente
para serem usados como embalagens ou como material de revestimento
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de alimentos. A diminuicdo da transparéncia também foi relatada por
Tongnuanchan et al. (2014) e Tongnuanchan et al. (2015), em estudos
com filmes de gelatina de peixe incorporado com 6leos essenciais.

As propriedades Opticas dos filmes sdo um atributo que podem
influenciar na aparéncia do produto, valor comercial e adequacdo para
diferentes aplicagbes (AHMAD, et al., 2012). A opacidade dos filmes
aumentou com o aumento da concentragdo do éleo, variando de 13,0 % a
18,0 %, consequentemente diminuindo a transparéncia caracteristica dos
filmes de gelatina. Em varios estudos com filmes de gelatina foi possivel
observar esse aumento na opacidade quando na presenca de Oleos
essenciais. Kavoosi et al. (2014) caracterizaram filmes de gelatina
adicionados de 6leo essencial de Zataria e observaram aumento da
opacidade com o aumento da concentracdo do 6leo. O mesmo foi
observado por Ahmad et al. (2012) e por Ma et al. (2012) que observaram
aumento da opacidade de filmes de gelatina adicionados de diferentes
concentracdes de dleos essenciais, devido provavelmente a presenca da
coloracdo amarelo do 6leo.

Embora a opacidade dos filmes tenha sido afetada pela adigéo do
OEM, a diminuicdo na transparéncia ndo impede a aplicagdo como
revestimento em alimentos de uma dessas formulages.

3.3.2 Permeabilidade ao Vapor de Agua

Os resultados da permeabilidade ao vapor de agua (PVA) para os
filmes & base de gelatina adicionados de diferentes concentragdes de
OEM estdo apresentados na Tabela 3.1. Redugdes significativas (p <
0,05) dos valores da PVA foram obtidas para formulagbes com menor
concentracao de dleo (0,06 %, 0,13 % e 0,25 %) comparadas ao controle.
Enquanto que, as amostras contendo 0,38 % e 0,50 % de OEM néo
diferiram significativamente (p > 0,05) em relacédo ao filme sem 6leo. O
filme a base de gelatina possui baixa barreira aos vapores de agua devido
a caracteristica hidrofilica das moléculas de gelatina (DANGARAN,
TOMASULA e QI, 2009). A adicdo do OEM proporcionou
caracteristicas hidrofobicas para todos os filmes, sendo menos
pronunciada para os filmes com 0,38 % e 0,50 % de 6leo. Esses resultados
podem estar relacionados a distribuicdo heterogénea do OEM na matriz
desses filmes, podendo ser observada nas imagens de MEV (Figura 3.1)
e MCVL (Figura 3.2), as quais apresentaram estrutura desordenada e
pequenos aglomerados de goticulas de dleo na matriz, respectivamente,
foi facilitada. Desta forma, a difusdo de vapores de &gua através dos
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filmes. Quando a distribuigéo de éleo é mais homogénea na matriz, ocorre
aumento do fator de tortuosidade da difusdo de vapor de 4gua através dos
filmes, como ocorreu para as amostras de menor concentragdo de Gleo
(0,06 %, 0,13 % e 0,25 %). Por isso, ndo é correto afirmar que a simples
adicdo de um componente hidrofébico na matriz de filmes comestiveis ira
reduzir a permeabilidade ao vapor de dgua. A microestrutura, tamanho
das goticulas e distribuicdo do ¢6leo na matriz dos filmes sédo
caracteristicas importantes para entender as propriedades de barreira a
agua de filmes incorporados com lipideos (MA et al., 2012).

Pires et al. (2011) caracterizaram filmes de gelatina de peixe
incorporados com diferentes 6leos essenciais de citronela, coentro,
estragdo e tomilho e relataram reducdo nos valores da permeabilidade ao
vapor de agua dos filmes com os 6leos quando comparados ao filme sem
6leo, demonstrando maior hidrofobicidade dos filmes que continham os
diferentes dleos essenciais. O mesmo foi relatado por Ahmad et al.
(2012), para filmes de gelatina adicionados com diferentes concentragdes
de dleo essencial de capim-limao, em que os valores da PVA diminuiram
com aumento da concentracdo de 6éleo no filme. Entretanto, quando os
mesmos autores estudaram filmes de gelatina incorporados com
diferentes concentracGes de dleo essencial de bergamota, efeito contrario
foi observado, um aumento da PVA, com aumento da concentragdo do
6leo. Isto ocorreu, segundo os autores, devido as diferengas na natureza
higroscépica dos 6leos estudados, o que ocasionou mudanca na afinidade
de moléculas de agua pela rede do filme.
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Tabela 3.1 — Espessura, Transparéncia, Opacidade e PVA dos filmes de gelatina
incorporados com 6leo essencial de menta (OEM) em diferentes concentragdes.

FormulacBes  Espessura  Transparéncia Opacidade PVA
(% OEM) (Hm) (%) (%) 4g.mn(1)/(r1ng-.Pa.h)

Controle (0) 37,0+40, 833+10, 110+10., 155%0,08,
A1 (0,06) 410+13a 820+10ax 130+10, 1,120,024
A2(0,13) 42,0+33a. 812+11s, 131210, 1,11+0,06
A3(0,25) 430%+21a 80,0+10p 140%£10, 1,10+0,074
A4 (0,38) 430+£21, 774+£204 160+10. 1,46£001,
As (0,50) 440+20, 763+x13¢ 180%x10. 151+0,064

*Letras iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que as amostras
ndo diferem significativamente com base no teste de Tukey (p > 0,05).

3.3.3 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecénicas dos filmes de gelatina incorporados
com OEM estéo apresentadas na Tabela 3.2. A tensdo de ruptura dos
filmes foi afetada pela incorporacéo do éleo. O 6leo adicionado aos filmes
causou reducao significativa (p < 0,05) nos valores de tensdo de ruptura,
variando de 32,1 MPa a 27,0 MPa. A presencga de menores concentracdes
do 6leo causou aumento nos valores da elongacéo dos filmes contendo
0,06 %, 0,13 % e 0,25 % de 6leo, sendo significativo (p < 0,05) apenas
para a amostra de menor concentragdo 0,06 %, quando comparada ao
filme controle. Para as amostras contendo maior concentragdo de 6leo
(0,38 % e 0,50 %) os valores da elongacdo diminuiram. Resultado que
corrobora com os valores do moédulo de Young (Tabela 3.2), que
diminuiram significativamente (p < 0,05) com aumento da concentragéo
do 6leo, indicando que os filmes ficaram menos rigidos que o filme
controle, uma vez que o médulo de Young mostra a rigidez intrinseca dos
filmes (KANMANI e RHIM, 2014).

Comi isso, os resultados das propriedades mecénicas indicam que
a incorporacao do OEM em concentragfes altas resultou na formacéo de
filmes frageis, menos rigidos e menos resistentes, consistente com 0s
resultados para permeabilidade ao vapor de agua (Tabela 3.1) e das
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imagens das micrografias (Figura 3.1 e 3.2), as quais mostraram estrutura
heterogénea de distribuicdo irregular do 6leo na matriz desses filmes. Os
resultados estdo de acordo com Ahmad et al. (2012) e Kavoosi et al.
(2014) que relataram que o aumento da concentracdo de diferentes 6leos
essenciais em filmes de gelatina provocou reduc6es dos valores da tensao
de ruptura, elongagéo e médulo de Young.

A incorporacéo de concentragGes menores de dleo (0,06 %, 0,13
% e 0,25 %) resultou no aumento da flexibilidade dos filmes, como
resultado da diminui¢do da tensdo de ruptura e modulo de Young, com
simultaneo aumento da elongacéo, caracterizando efeito plastificante do
OEM na matriz dos filmes nessas concentragdes.

Tabela 3.2 — Resisténcia a tracdo, elongacdo e médulo de Young dos filmes de
gelatina incorporados com dleo essencial de menta (OEM) em diferentes
concentracdes.

Formulagoes Tensio de Elongacdo ~ Modulo de Young
(% OEM) Ruptura (MPa) (%) (MPa)
Controle (0) 41,0+2,0, 133+£22a  1596,0+60,2,

A1 (0,06) 32,1+3,0p 18,1+3,0s 1118,3 £ 97,4 1
A2 (0,13) 324+20y 170+£23  1187,0+106,0 ne
Az (0,25) 32,0+3,0p 152+20a  1258,0+111,0p

A4 (0,38) 29,0+21 e 11,1+20. 1047,0+82,2 ¢
As (0,50) 27,030 100+£1,3; 1048,3 +117,2 ¢

*Letras iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que as amostras
ndo diferem significativamente com base no teste de Tukey (p > 0,05).

3.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias dos filmes obtidas por MEV estdo apresentadas
na Figura 3.1. O filme controle (sem OEM) mostrou uma superficie lisa,
com presenca de microbolhas de ar, que provavelmente, ndo foram
removidas da solucdo no tempo sob vacuo. Na secéo transversal do filme
controle (Controle (sem OEM) b) a estrutura apresentada é homogénea,
compacta e pouco rugosa, sem presenca de agregados, quando comparada
com os filmes adicionados do 6leo, mostrando que se formou uma matriz
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homogénea. De acordo com estudos da literatura, é comum filmes puros
de gelatina apresentarem essas caracteristicas observadas no presente
estudo (ARMAD et al, 2012; TONGNUANCHAN et al., 2014,
TONGNUANCHAN et al., 2015; MARTUCCI et al., 2015).

Os filmes incorporados com OEM, quando comparados ao
controle, apresentaram superficies mais lisas e homogéneas, com excegéo
do filme contendo 0,50 % de 6leo, o qual apresentou pontos de
coalescéncia do 6leo. Esses resultados sugerem que a adicdo de 0,50 %
de dleo ndo foi capaz de se distribuir totalmente a matriz proteica do
filme, fazendo com que algumas goticulas do 6leo fossem expulsas da
rede do filme e migrassem para a superficie superior do filme durante a
secagem.

Nas morfologias das se¢des transversais dos filmes adicionados
de 6leo foi possivel observar maior rugosidade na matriz, sabendo que foi
a adicdo do 6leo nos filmes que, provavelmente, diminuiu a interacdo
proteina-proteina,  ocasionando a  rugosidade dos  filmes
(TONGNUANCHAN et al., 2015). As amostras com concentragdes
menores de OEM (0,06 %, 0,13 % e 0,25 %) apresentaram estruturas
menos rugosas e mais compactas que os filmes com 0,38 % e 0,50 % de
6leo, indicando uma melhor distribuicdo do dleo na matriz desses filmes.
A presenca de porcdes aglomeradas do OEM, estrutura desordenada e
descontinua foram observadas na fratura do filme com 0,50 % de 6éleo.
Isso pode ser atribuido a alta concentracdo de 6leo que prejudicou a
estrutura tridimensional das proteinas, podendo ser explicado a
propriedade de barreira ao vapor de agua enfraquecida dessa amostra.

Tongnuanchan et al. (2014) explicaram que as goticulas de 6leo
podem servir como barreira ao vapor de agua por serem de natureza
hidrofdbica. Entretanto, sua distribuicdo deve ser homogénea em toda a
matriz do filme. Assim, por meio das micrografias do presente estudo,
pode-se concluir que o OEM teve maior interacéo e foi melhor distribuido
na matriz dos filmes de menor concentracéo (0,06 %, 0,13 % e 0,25 %)
do que os de maior concentracdo (0,38 % e 0,50 %), dificultando a
passagem dos vapores de agua através dos filmes e proporcionando maior
hidrofobicidade. Esses resultados podem ser associados as propriedades
dos filmes, particularmente, aos valores reduzidos da PVA dessas
formulagBes em comparacéo ao filme controle.
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Figura 3.1 — Microscopia eletronica de varredura dos filmes de gelatina
incorporados com 6leo essencial de menta (OEM) em diferentes concentragdes.
Superficie superiror (a) e Fratura transversal (b).

Controle (sem OEM) Controle (sem OEM)
(a) (b

15KV X1,000 LCME-UFSC 15KV X1,500  10pm LCME-UFSC
A, (0,06%)
(a)

15kv. X1,000 LCME-UFSC
A, (0,13%)
(a)

LCME-UFSC 5KV LCME-UFSC

15kV  X1,000 LCME-UFSC 0 LCME-UFSC
A, (0.38%)
()

15kV  X1,000 -« LCME-UFSC 15kV  X1,500 10pm LCME-UFSC
A (0,50%)
(a)

15KV X1,000 LCME-UFSC

Fonte: Autor.
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3.3.5 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)

A distribuicdo das gotas do OEM (amarelo) na matriz dos filmes
(preto) esta mostrada pela Figura 3.2, obtida por microscopia confocal de
varredura a laser. A imagem Controle (sem OEM) representa o filme de
gelatina sem adicdo de dleo essencial, ndo demarcado com corante
Vermelho do Nilo. A medida que as concentragdes de OEM aumentaram,
foi observado aumento no nimero de gotas de 6leo na matriz dos filmes.
Nenhum agregado das gotas de dleo foi observado para os filmes de
gelatina com 0,06 %, 0,13 % e 0,25 % de 6leo, podendo indicar que a
distribuicdo das goticulas de Oleo de menta apds processo de
homogeneizacao e secagem apresentou homogeneidade em toda a matriz
desses filmes. A maioria das goticulas dessas amostras apresentaram
tamanhos aproximadamente iguais (< 9 um), as quais podem ter
promovido tortuosidade para a dispersdo dos vapores de agua através da
matriz desses filmes, explicando a redugdo nos valores de PVA das
amostras contendo 0,06 %, 0,13 % e 0,25 % de OEM. O sinal de
agregados lipidicos ocorreu com o aumento da concentracdo de Gleo,
observado nas imagens das amostras com 0,38 % e 0,50 % de 6leo de
menta. Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que as
goticulas lipidicas grandes possuem maior dificuldade para se
incorporarem as cadeias protéicas quando em formulagbes de filmes
compostos, podendo causar rompimento da estrutura da matriz,
promovendo a perda nas propriedades de barreira a umidade dos filmes
(GONTARD et al., 1994). Sendo assim, a etapa de homogeneizacdo das
solucdes de filme de maior concentracdo (0,38 % e 0,50 %) pode néo ter
sido suficiente para promover redugdo homogénea no tamanho das
goticulas do 6leo e melhorar a incorporagcdo do mesmo na matriz dos
filmes.

Assim, a técnica de MCVL tem potencial para explicar a
distribuicéo do dleo incorporado nas amostras de filmes a base de gelatina
esclarecendo as diferencas nas propriedades de barreira e mecénicas dos
filmes.
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Figura 3.2 — Microscopia confocal de varredura a laser dos filmes de gelatina
incorporados com dleo essencial de menta (OEM) em diferentes concentragdes. Barra
indicativa de tamanho representa 25 pm.

Controle (sem OEM)

A, (0.06%)

A, (0.13%)

A (0.25%)

A, (03895

Fonte: Autor.
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3.3.6 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A analise de espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier foi realizada para avaliar as intera¢des entre 0 OEM e a matriz
da gelatina. Os resultados sdo representados na Figura 3.3. O filme
controle e os filmes adicionados de diferentes concentracfes do 6leo
apresentaram espectros com bandas principais caracteristicos de
proteinas, variando apenas a amplitude dos picos, conforme a
concentracdo de 6leo adicionada. As bandas com nimero de onda 1045
cm-! foram encontradas em todas as amostras de filmes, provavelmente,
devido a interacdo da proteina (-CH. de residuo de aminoacidos de
moléculas de gelatina) e o plastificante (grupos OH do glicerol) (BERGO
e SOBRAL, 2007). Observou-se que a amplitude dessas bandas aumentou
com a incorporagdo das diferentes concentracfes de 6leo de menta nos
filmes.

Os espectros dos filmes apresentaram, também, bandas na regido
da amida com bandas a 1645 cm™* (Amida I), 1548 cm™ (Amida 1) e 1243
cm (Amida I11), estando de acordo com os relatados por Ahmad et al.
(2012), Tongnuanchan et al. (2015), Tongnuanchan et al. (2016) para
filmes a base de gelatina. A Amida | indica ligacdo C=0Ol/ligacdo de
hidrogénio acoplada com C-N e deformacdo CCN, Amida Il as vibragdes
de flex&o de grupos N-H e vibrac¢des de alongamento dos grupos C-N e a
Amida Il ilustram as vibra¢des no plano de grupos C-N e N-H da amida
ligada ou vibragbes de CH» de grupos glicina e prolina (BERGO e
SOBRAL, 2007; TONGNUANCHAN et al., 2015). As amplitudes da
Amida I, I1, e 11l foram menores para o filme controle comparadas as dos
filmes incorporados com o 6leo de menta. A adi¢do do 6leo de menta nos
filmes provocou, provavelmente, uma menor interacdo intermolecular
entre os componentes das formulagGes durante o processo de secagem do
filme (AHMAD et al., 2012), correlacionando a reducdo nos valores da
resisténcia a tracdo dos filmes adicionados de dleo. Wu et al. (2015)
também encontraram espectros semelhantes da Amida I, 1l e Il para
filmes de gelatina de peixe incorporados com nanolipossomas de 6leo
essencial de canela com valores de nimero de onda de 1642 cm™, 1552
cm?t e 1237 cm?, respectivamente, e também observaram que as
amplitudes das Amidas I, Il e Ill foram maiores para o filme com
nanolipossomas do 6leo. Em estudo realizado por Tongnuanchan et al.
(2015), sobre filmes elaborados com gelatina de peixe e 6leo de palma,
0s resultados estdo de acordo com o presente estudo. Estes autores
relataram valores de nimero de onda de 1630 cm™, 1538 cm™ e 1237 cm
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L para Amidas I, Il e 11, respectivamente, porém as amplitudes das bandas
diminuiram com o aumento da concentracdo de 6leo de palma nos filmes.
Assim, concluiram que tal fato se deve ao menor teor de proteinas nos
filmes contendo 6leo de palma.

Bandas de nimero de onda de 2858 cm™ e 2930 cm* também
foram observadas em todas as amostras dos filmes no presente estudo,
com maior intensidade e area para os filmes adicionados de OEM, sendo
atribuidas as vibragdes de alongamento assimétricas e simétricas do tipo
alifaticos C-H em grupos CH; e CHs, respectivamente. Essas bandas
apresentaram maior intensidade na presenca de componentes
hidrofébicos, como os lipideos. Dessa maneira, filmes contendo
diferentes concentracdes de OEM indicaram a presenca de
hidrocarbonetos que causam vibragdes nesses bandas, consequentemente
alterando a organizagdo molecular e interacdo intermolecular na matriz
do filme (AHMAD et al. 2012; TONGNUANCHAN et al. 2015;
TONGNUANCHAN et al. 2016).

Em todas as amostras de filmes foram observadas bandas relativa
a Amida A e Amida B, que apareceram nas bandas 3295 cm™ e 3070 cm
!, respectivamente. Amida A (3295 cm™) representa vibracdes de
alongamento do grupo NH- com ligacGes de hidrogénio e Amida B (3070
cmt) representa vibragoes de alongamento CH (AHMAD et al. 2012). As
diferentes concentracfes de 6leo de menta nos filmes ndo variaram o
numero de onda das bandas de Amida A e Amida B, que, por conseguinte,
ndo deslocaram para nimeros de ondas mais elevados. Tongnuanchan et
al. (2015) relataram em seus estudos com filmes de gelatina de peixe,
incorporado com diferentes concentracdes de 6leo de palma, que as
bandas de Amida A e Amida B foram deslocadas para maiores nimeros
de onda quando foram adicionadas maiores concentracdes de 6leo de
palma, quando comparados ao filme controle. Bahram et al. (2014)
explicam que essas alteracfes no nimero de onda e amplitude de picos
pode ocorrer devido & interacdo entre os grupos funcionais de proteinas e
0 6leo.

A partir dos resultados dos espectros de infravermelho, observa-
se uma alteragdo da organizacdo molecular e intermolecular na matriz do
filme contendo OEM, impedindo uma melhor interagéo proteina-proteina
na matriz. Sendo assim, filmes de gelatina puros, sem adicdo de um
agente hidrofébico podem apresentar maior organizagdo molecular,
porém sdo inferiores quanto as propriedades mecanicas e de barreira a
agua quando comparados aos filmes de gelatina adicionados OEM.
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Figura 3.3 — Espectros de infravermelho dos filmes de gelatina incorporados com
6leo essencial de menta (OEM) em diferentes concentragdes.
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Fonte: Autor.

3.3.7 Angulo de Contato, Energia Livre Superficial e Molhabilidade

Na Figura 3.4 estdo apresentados os valores dos angulos de
contato dos liquidos padrdo: agua, formamida e diiodometano,
dispensados sobre as superficies dos filmes adicionados de diferentes
concentracGes de OEM. Na Figura 3.5 se observa as fotos das gotas dos
padrdes sobre as superficies dos filmes, representando a molhabilidade.
O estado final da gota de agua sobre a superficie dos filmes é tomado
como indicador da molhabilidade das superficies dos filmes. O angulo de
contato serve como um indicador para estabelecer o grau de
hidrofilicidade ou hidrofobicidade e a capacidade de molhabilidade de
filmes (SU et al., 2010). Geralmente, filmes que apresentam angulo de
contato com a Aagua maior que 65 ° sdo consideradas superficies
hidrofébicas (VOGLER, 1998).

Em comparacdo com o filme controle, a adicdo de diferentes
concentractes de OEM teve efeito significativo (p < 0,05) sobre o dngulo
de contato da &gua (polar). O &ngulo de contato da &gua variou de 49,0 °
a 63,1 °, indicando um aumento do carater hidrofobico dos filmes com o
aumento da concentracdo de 6leo incorporado. Os menores angulos de
contato foram encontrados utilizando os liquidos formamida de
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polaridade intermediéria e diiodometano que € apolar, variando de 24,0 °
al7,4°e30,2°al7,0 ° respectivamente. O menor angulo entre a agua
e o filme controle (sem OEM) pode ser atribuido a capacidade de ligacéo
da &gua com o plastificante (glicerol) e grupos funcionais da gelatina
(OJAGH et al., 2010). Fica claro que a hidrofobicidade do OEM foi fator

importante para a reducdo dos valores da PVA dos filmes adicionados do
6leo.

Figura 3.4 — Angulos de contato dos liquidos padrbes agua, formamida e
diiodometano sobre os filmes de gelatina incorporados com 6leo essencial de
menta (OEM) em diferentes concentragdes

70 -
~ 60
&

S 50

m Agua
Formamida

® Diiodometano

Fonte: Autor.

*Letras iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que as amostras
n&o diferem significativamente com base no teste de Tukey (p > 0,05).
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Figura 3.5 — Molhabilidade dos filmes com os liquidos padrfes: agua (a), formamida
(b) e diiodometano (c)
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A partir dos angulos de contato obtidos com os liquidos sobre as
superficies dos filmes, determinou-se a energia livre superficial dos
filmes utilizando o modelo de Owens e Wendt (1969). Na Tabela 3.3
estdo apresentados os valores de energia livre superficial e as
componentes polares e dispersivas para os diferentes filmes estudados.
Os valores das componentes polares da energia livre superficial dos
filmes foram menores do que os valores das componentes dispersivas.
Isto pode caracterizar os filmes como hidrofébicos. Os valores
encontrados para o0 angulo de contato indicaram que a 4gua (componente
polar) foi o liquido que apresentou menor interacdo com os filmes.



88

Quanto mais hidrofilico for o filme, maior sera a energia livre superficial
polar e menor a energia livre superficial dispersiva (apolar) (ROTTA et
al., 2009; COZMUTA et al., 2015). No presente estudo, os filmes a base
de gelatina adicionados de OEM tendem a apresentar caracteristicas
hidrofdbicas, uma vez que o aumento das concentracdes de 6leo de menta
nas formulagdes ocasionou diminuicdo da componente polar de 17,0 para
8,3 mN.m ! e aumentou a componente dispersiva de 43,0 para 48,3 mN.m"
1

Vale ressaltar que os valores inferiores das permeabilidades ao
vapor de agua dos filmes incorporados com 6leo de menta estdo em
concordancia com os resultados dos angulos de contato com a agua, 0s
quais apresentaram valores elevados com o aumento da concentracao de
6leo nas formulagoes.

Tabela 3.3 — Energia livre superficial, componente polar e componente dispersiva
dos angulos de contato sobre os filmes de gelatina incorporados com o6leo
essencial de menta (OEM) em diferentes concentrages.

Formulagdes Energia Livre Componente Componente
Superficial Polar Dispersiva

(% OEM) (mN.m?) (MN.m) (mN.m?)
Controle (0) 59,2+0,3, 17,0+£0,1, 430+£0,1,
A1 (0,06 %) 59,0+ 0,3, 13,3+ 0,5 453+02p
A2 (0,13 %) 58,0+0,1p 12,0+0,1 46,1+0,2 ¢
Az (0,25 %) 56,2+ 0,3 ¢ 11,0£0,4 4 454+0,.2
A4 (0,38 %) 55,1+0,2 4 11,0+ 0,3 44,4+0,2 4
As (0,50 %) 57,0+0,1 83+0,2¢ 483+0,1,

*Letras iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que as amostras
n&o diferem significativamente com base no teste de Tukey (p > 0,05).

3.3.8 Capacidade antifungica
A capacidade antifungica dos filmes comestiveis a base de

gelatina adicionados do OEM foram analisadas para B. cinerea e R.
stolonifer. A escolha dos fungos se deu por serem 0s maiores
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deteriorantes pos-colheita do morango e, de acordo com a literatura, pelo
fato do OEM puro apresentar efeito antifingico contra esses micro-
organismos (COMBRINCK, REGNIER E KAMATOU 2011; GUERRA
etal., 2015).

O OEM puro apresentou atividade antiflngica contra os fungos
estudados, inibindo qualquer crescimento de B. cinerea e R. stolonifer no
tempo de andlise, concluindo sua eficacia contra esses dois micro-
organismos.

Quanto aos filmes, foi detectado halo de inibicdo para a
formulagdo As (0,50 %) para os dois fungos estudados, onde o diametro
encontrado foi de 2,0 cm, exatamente o tamanho do filme utilizado na
analise. Foi verificado que o crescimento dos fungos foi desacelerado pela
presenca do 6leo de menta nesses filmes em relagdo a placa controle, sem
filme. Para os filmes controle e adicionados das menores concentraces
de 6leo de menta, os fungos se desenvolveram sobre toda superficie da
placa, inclusive sobre os filmes, ndo apresentando halo de inibicéo.
Resultados semelhantes foram reportados para filmes de quitosana com
oleo essencial de bergamota e os autores explicaram que a disponibilidade
do antimicrobiano (6leo) pode ter sido reduzina devido a evaporacdo
progressiva dos volateis do 6leo (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2010)

Para estabelecer as diferentes concentracdes de 6leo adicionadas
nas formulagbes de cobertura comestivel desse estudo, baseou-se em
dados encontrados na literatura sobre a concentragdo minima inibitéria do
OEM contra B. cinerea e R. stolonifer, e também, a partir de estudos
preliminares de aderéncia dessas formulagGes em frutos de morango. Os
resultados para os filmes que ndo apresentaram atividade contra esses
fungos pode estar relacionado devido a volatilizagdo do 6leo na etapa de
secagem dos filmes ou, também, devido a redugdo de sua capacidade de
inativacdo quando misturado a outros compostos da matriz filmogénica.

3.4. Conclusao

A partir dos estudos realizados nesse capitulo, foi observado que
as coberturas comestiveis a base de gelatina adicionadas de diferentes
concentragbes do OEM apresentaram aumento da barreira ao vapor de
agua. A incorporacdo de maiores concentracoes de 6leo (0,38 % e 0,50
%) nos filmes afetou as propriedades mecénicas gerando filmes mais
frageis e menos homogéneos em suas superficies. A distribuicdo das
goticulas de 6leo foi homogénea em toda a matriz dos filmes com
concentracdes de 0,06 %, 0,13 % e 0,25 %. A presenca do dleo de menta
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influenciou as propriedades dos filmes e levou a alteracéo da organizagédo
molecular da matriz proteica. O 06leo de menta nas concentracfes
adicionadas proporcionou aos filmes de gelatina caracteristicas
hidrofdbicas, tendo pouca interacdo com a dgua. Os fungos B. cinerea e
R. stolonifer foram afetados pelo filme contendo 0,50 % do OEM.

Assim, as formulagdes que apresentaram os melhores resultados
em termos de propriedades mecanicas, de barreira e estruturais foram as
com menores concentragfes de 6leo de menta (0,06 %, 0,13 % e 0,25 %).
Porém, ndo obtiveram resultados positivos quanto a capacidade
antiflngica.

Sendo assim, estudos adicionais avaliando a melhor incorporagéo
do 6leo de menta nos filmes sdo requeridos.
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CAPITULO 4. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E
CAPACIDADE ANTIFUNGICA DE COBERTURAS
COMESTIVEIS A BASE DE GELATINA ADICIONADAS DE
NANOEMULSAO DE OLEO ESSENCIAL DE MENTA (Mentha
arvensis)

Resumo

O oleo essencial de menta (OEM) tem como composto majoritario o
mentol, principal responsavel pela atividade antimicrobiana desse 6leo,
no entanto a sua baixa solubilidade em agua limita sua utilizacdo. A etapa
do trabalho, apresentado neste capitulo, teve como objetivo produzir uma
nanoemulsdo do dleo essencial de menta (NOEM), incorpora-la nas
coberturas comestiveis a base de gelatina (0; 0,06; 0,13; 0,25; 0,38; 0,50
% (g de OEM/g gelatina)) e avaliar a influéncia desta nas propriedades de
barreira, mecanicas, estruturais e capacidade antifingica do 6leo nas
coberturas. A emulsdo contendo 50 % de OEM mostrou-se estavel e de
tamanho nanomeétrico apos a etapa de homogeneizagdo em ultrassom e
apresentou capacidade antifingica para B. cinerea e R. stolonifer quando
testada in vitro. As diferentes concentragdes de NOEM nos filmes obtidos
por casting, resultaram no aumento da espessura, da opacidade, da
resisténcia ao vapor de 4gua e na diminui¢do da transparéncia desses
filmes. Além disso, esses filmes apresentaram-se mais elasticos e menos
rigidos que o controle. As nanoparticulas de 6leo tiveram distribui¢do
homogénea na matriz de gelatina. A partir da concentracdo de 0,25 %,
capacidade antifungica foi apresentada pelos filmes. Os resultados
obtidos indicam que a incorporacédo do dleo de menta na forma de NOEM
em coberturas comestiveis de gelatina, além de servir como um
conservante natural pode ser promissora para 0 aumento da vida Util de
frutas.

4.1 Introducéo

O avanco nos estudos sobre coberturas e filmes comestiveis com
propriedades antimicrobianas naturais tem crescido consideravelmente
nos ultimos anos. Entretanto, ainda € um desafio cada vez maior para os
pesquisadores na area de alimentos devido a reduzida capacidade de
migracdo dos compostos ativos da cobertura para o alimento. Os 6leos
essenciais sdo reconhecidos como seguros para a salde e diversas
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pesquisas relatam sua atividade contra o crescimento de micro-
organismos em alimentos. Porém, sua introducdo direta nas formulagdes
de polimeros enfrenta desafios como perda de atividade e coalescéncia
(BORGES et al., 2013; VU et al, 2011; TONGNUANCHAN,
BENJAKUL e PRODIPRAN, 2013).

O oleo essencial de menta tem como composto principal o
mentol, que pode variar em sua concentracdo dependendo de fatores
ambientais, cultura, condigdes de armazenamento, entre outros. O mentol
é o principal responsavel pela atividade antimicrobiana desse 6leo
(TIWARI, 2016). Em geral, o 6leo essencial de menta contem 47 % de
mentol, apresenta atividade para inibir 100 % do crescimento do fungo
Botrytis cinerea na concentragdo mais baixa de 3,0 pL/mL conforme
estudo de Combrinck, Regnier e Kamatou (2011). Essa atividade foi
testada do 6leo diretamente em contato com o fungo.

As nanoemulsdes, normalmente, apresentam tamanhos de gota
entre 10 a 500 nm, sdo muitas vezes estaveis por um longo periodo de
tempo, necessitam de baixas concentragdes de tensoativos e sdo formadas
utilizando baixa ou alta energia de emulsificagio (MCCLEMENTS,
2011; DONSI e FERRARI, 2016). A incorporacdo de nanoemulsGes de
6leos essenciais em filmes e coberturas comestiveis para alimentos tem
potencialidade em relagdo a atividade antimicrobiana e propriedades
fisico-quimicas. Porém ainda sdo poucos os estudos sobre essa aplicacao
(OTONI et al., 2014; SEVERINO et al., 2014; SEVERINO et al., 2015;
ALEXANDRE et al., 2016; GAHRUIE et al., 2017). Quanto menor as
particulas das nanoemulsdes de Gleos essenciais incorporadas na matriz
filmogénica, melhor sdo as propriedades fisico-quimicas, de estabilidade,
atividade antimicrobiana e possibilidade de redugdo na concentragéo do
6leo (MCCLEMENTS e RAO, 2011).

Alexandre et al. (2016), por exemplo, relataram melhorias nas
propriedades de barreira, mecanicas, cristalinidade e efeito antioxidante.
Porém, nédo obtiveram atividade antimicrobiana em filmes de gelatina
com nanoemulsdes de montmorilonita e 6leos essenciais de gengibre.

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e
estudo da influéncia de nanoemulséo de 6leo essencial de menta (Mentha
arvensis), com 40 % de mentol, adicionada em coberturas comestiveis a
base de gelatina com a finalidade de avaliar as propriedades de barreira,
mecanicas, estruturais e propriedades antiflngicas da cobertura para
Botrytis cinerea e Rizopus stolonifer.



99

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material

Os materias utilizados foram os mesmo descritos no capitulo 3,
item 3.2.1.

4.2.1 Preparo da nanoemulséo do 6leo essencial de menta

O método para o preparo da NOEM seguiu estudo de Meneses
(2016) e Gahruie et al. (2017), com algumas modificagdes. Foi preparada
uma mistura de solugdo aquosa de Tween 80 (6 % m/m) sob agitacdo a
500 rpm por 10 min. O 6leo (50 % m/m) foi adicionado na fase aquosa
agitando-se por mais 15 min. A emulsdo obtida foi sonicada por 3 min
com amplitude de 50 % (pulso de 30 s e descanso de 10 s) utilizando um
homogeneizador  ultrassonico  (Fisher  Scientific,  Ultrasonic
Dismembrator Model 500, 400 W, Hampton, New Hampshire, United
States). A emulsdo foi mantida em banho de gelo, £ 10 °C, durante todo
0 processo. A NOEM obtida foi utilizada logo ap6s seu preparo.

4.2.2 Caracterizacao da hanoemulséo

4.2.2.1 Tamanho de Particula, Polidispersdo, Potencial Zeta e
Capacidade antiflingica

A NOEM produzida foi analisada logo ap6s sua formagdo com
leituras em triplicata. O tamanho de particula, indice de polidisperséo e
potencial zeta foram medidos utilizando um difratbmetro de laser
Zetasizer Nano ZS 3600 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershinre,
Reino Unido). A NOEM foi dispersa com agua destilada a uma
concentracdo 1:10 para evitar multiplos efeitos de dispersdao, em uma
cubeta prépria para analise a 25 °C. O tamanho de particula foi medido
por espalhamento dindmico de luz (ACEVEDO-FANI et al., 2015).

A capacidade antifingica da NOEM seguiu metodologia descrita
no capitulo 3, item 3.2.3.10.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=638&q=Town+of+Hampton+New+Hampshire&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MI03N85SAjMNcy3TirS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQAnixfXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwinkqOui8PSAhWGjpAKHeAgAEsQmxMIggEoATAS
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=638&q=Town+of+Hampton+New+Hampshire&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MI03N85SAjMNcy3TirS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQAnixfXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwinkqOui8PSAhWGjpAKHeAgAEsQmxMIggEoATAS
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4.2.3 Preparo das coberturas comestiveis com NOEM

A solucéo da cobertura filmogénica a base de gelatina seguiu o
mesmo método de preparo do item 3.2.2, porém sem adicdo do 6leo
essencial. Foram incorporadas diferentes concentracbes de NOEM (0,
0,06; 0,13, 0,25; 0,38; 0,50 (g OEM/g gelatina)) na solucdo filmogénica
resfriada a 27 °C. As soluces adicionadas da nanoemulséo foram entdo
homogeneizadas em um Ultra-Turrax T25 IKA-Werke (Steufen,
Germany) & 14.500 rpm por 3 min. As bolhas foram retiradas sob vécuo.
Para a formag&o dos filmes, 20 g de solugdo foram colocadas em placas
de acrilico de 15 cm de didmetro e armazenadas a 25 °C por 24 h para
secagem. Os filmes formados foram retirados das placas, cortados e
armazenados a 58 % UR a 25 °C por 48 h até a realizac8o das analises,
exceto para ensaio antifingico, onde os filmes foram utilizados logo ap6s
a secagem. O método de preparo foi como descrito por Tongnuanchan et
al. (2015).

4.2.4 Caracterizacdo das coberturas comestiveis com NOEM

As caracterizagOes das coberturas na forma de filmes foram as
mesmas realizadas no capitulo 3 e descritas no item 3.2.3.

4.2.5 Anélises Estatisticas

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA)
usando software Statistica 10 (Stafsoft Inc., EUA). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Caracterizacdo da nanoemulsdo: Tamanho de Particula,
Polidisperséao, Potencial Zeta e Capacidade antifingica da NOEM

A nanoemulsdo do 6leo de menta foi caracterizada logo apds seu
preparo e os resultados para tamanho de particula, indice de polidisperséo
e potencial zeta estdo descritos na Tabela 4.1. Visualmente a NOEM
apresentou estabilidade fisica, sem separacdo de fases, e de aspecto leitosa
e esbranquicada, caracteristico de nanoemulsoes.
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O tamanho de particula foi de 219,3 nm, dentro da escala
nanométrica, indicando, dessa forma, a estabilidade da nanoemulséo. O
indice de polidispersdo (PDI) é uma medida que representa a
homogeneidade na distribuicdo das particulas, variando de 0
(monodisperso - homogéneo) a 1,0 (distribuicdo ampla - heterogéneo)
(CHEONG et al., 2008; ACEVEDO-FANI et al., 2015). O valor do PDI
foi de 0,122 e corroborou com os valores do tamanho de particula,
indicando boa distribuicdo das gotas de 6leo na emulséo.

Em relacdo ao Potencial Zeta, que é empregado para indicar o
comportamento da estabilidade de uma dispersdo (prevendo uma
suspensao estavel quando valores acima de + 30 ou inferiores a - 30 mV)
(PEREZ CORDOBA e SOBRAL, 2017) o valor encontrado foi de — 40
mV, indicando que a emulsdo manteve-se estavel.

Tabela 4.1 — Tamanho de Particula, indice de Polidispersdo (PDI) e Potencial
Zeta da nanoemulsdo do dleo essencial de menta.

NOEM (% Tamanho de PDI Potencial Zeta
OEM) Particula (nm) (mV)
50 219+0,6 0,122 +0,0 -40+0,6

A acapacidade antifingica da nanoemulsao do 6leo de menta foi
determinada para B. cinerea e R. stolonifer usando a técnica de difuséo
em disco. A nanoemulsdo foi capaz de inibir qualquer crescimento dos
fungos estudados, indicando a potencial atividade antifingica do 6leo,
mesmo estando misturado a outros componentes. Gahuie et al. (2017)
confirmaram atividade antimicrobiana para Bacillus cereus e Escherichia
coli pela nanoemulsdo do 6leo de Zataria multiflora, obtida por sonicagéo,
para posterior aplicacdo em filmes a base de goma da semente de
manjericao.

4.3.2 Espessura, Transparéncia e Opacidade

Na Tabela 4.2 estdo descritos os efeitos da adicdo da NOEM
sobre nas propriedades de espessura, transparéncia, opacidade e PVA dos
filmes.
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A espessura dos filmes variou de 36,2 a 42,6 um permanecendo
constante até a formulagdo N3 (0,25 %). Observou-se efeito significativo
(p < 0,05) a partir da formulagdo N4 (0,38 %). Esse aumento pode estar
relacionado ao maior teor de sélidos adicionados nessas formulagdes. Ma
et al. (2015) relataram que a incorporacdo de maiores concentragdes de
microemulsdes de 6leo essencial de canela aumentaram as espessuras dos
filmes & base de quitosana. O oposto foi observado por Ghani et al.
(2018), em que as espessuras dos filmes a base de proteina de soja ndo
aumentaram com a adicdo de diferentes concentraces de nanoemulséo
do 6leo essencial de canela

A incorporacdo das diferentes concentracfes de NOEM nos
filmes de gelatina reduziu a transparéncia somente das amostras N4 e N,
em relagdo ao filme controle. Isto pode ter ocorrido devido a maior
concentracdo de Oleo de menta e emulsificante nessas formulagdes
(GHANI et al. 2018; GAHADETAJ et al., 2018). Enguanto que, as
amostras N1, N2 e N3 ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05)
na aparéncia dos filmes em relagdo ao filme controle.

Com relacdo a opacidade dos filmes com NOEM, variando de
11,9 a 15,1, houve um aumento significativo (p < 0,05) a partir da
formulagcdo N3z em comparacdo ao filme controle. Segundo Ma et al.
(2016) o aumento no teor de 6leo de canela podem ter influenciado no
aumento da opacidade dos filmes de quitosana. Entdo, o0 mesmo pode ter
acontecido com a opacidade dos filmes do presente estudo, onde o
aumento nas concentracdes de NOEM aumentou a opacidade dos filmes
de gelatina.

Em comparacdo com os resultados obtidos para amostras
adicionadas de 6leo de menta puro (Capitulo 3), foi possivel observar que
as espessuras (36,2 - 42,6 pum) e transparéncias (83,0 — 80,0 %) dos filmes
adicionados de diferentes concentracbes da NOEM tiveram pouca
variagdo com relacdo ao controle, do que os resultados dos filmes
adicionados do OEM, que variaram de 41 a 44 pum para espessura e 82 a
76,3 % para transparéncia, comparados ao controle. Os resultados da
opacidade dos filmes foram menores com a adicdo de NOEM (11,9 a15,1
%) em relacdo aos filmes adicionados do OEM (13,0 a 18,0 %). Esses
resultados sugerem que, a técnica de nanoemulsdo de 6leos essenciais
proporciona reducao do tamanho de particula e melhor distribuicdo delas
na matriz dos filmes a base de gelatina, quando comparados a producéo
convencional de filmes de gelatina adicionados de OEM, utilizando a
técnica de emulsdo por equipamento ultratirrax.
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Vale ressaltar que, a técnica de nanoemulsdo do 6leo de menta
utilizou baixa concentracdo de emulsificante para obter uma emulséo de
50 % de 6leo estavel. Com isso, a quantidade de emulsificante Tween 80
foi menor para as formulagdes de filmes com NOEM, comparado com as
formulagdes de filmes com OEM do capitulo 3. Isso, também, pode ter
influenciado nos resultados de espessura, transparéncia e opacidade do
presente capitulo.

4.3.3 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A PVA dos filmes de gelatina adicionados de diferentes
concentracdes de NOEM variou de 1,09 a 1,19 x 10 g.mm/m2.Pa.h, e
estdo descritos na Tabela 4.2. Houve reducdo significativa (p < 0,05) da
PVA para todos os filmes adicionados de NOEM em comparagéo ao filme
controle. Como esperado, a dispersdo do 6éleo de menta na forma de
nanoemulsdo na matriz de gelatina dos filmes aumentou a tortuosidade do
sistema, reduzindo a PVA (ALEXANDRE et al., 2016). Entretanto, as
diferentes concentracdes de NOEM nos filmes ndo diferiram entre si nos
valores da PVA. Em estudos realizados por Ghani et al. (2018), com
filmes de polissacarideo de soja adicionados de diferentes concentracGes
de nanoemulsdo de 6leo essencial de canela, eles relataram que a PVA
dos filmes foram reduzidas significativamente com as maiores
concentracdes de nanoemulsdo do dleo em relacdo ao filme controle. Uma
das explicagdes dos autores, € que provavelmente a incorporacdo da
nanoemulsdo aumentou o carater hidrofobico dos filmes e que a forte
ligacdo entre o polimero e as gotas da nanoemulsao do 6leo reduziram as
forgas de agregacdo entre cadeias do polissacarideo.

Alexandre et al. (2016), ndo observaram diferenca na PVA de
filme de gelatina adicionado com nanoemulsdo de 6leo essencial de
gengibre em relagdo ao filme controle. Os autores explicaram que a
transferéncia de massa ocorre através da fase continua (gelatina-glicerol),
e que esta ocupou a maior parte do filme. A menor parte, ocupada pelas
goticulas do 6leo, ndo foi capaz de reduzir significativamente a taxa de
transferéncia ao vapor de agua do filme.

A PVA é uma caracteristica importante para alimentos. A adicao
da NOEM nos filmes reduziu os valores da PVA (1,09 a 1,19 x 10*
g.mm/m2.Pa.h), indicando boa distribui¢do do 6leo na matriz de gelatina,
até mesmo nos filmes de maiores concentragdes. Enquanto que, os valores
das PVA dos filmes com maiores concentracbes de OEM ndo
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apresentaram diferencas com o filme controle, mostrando que o 6leo
incorporado diretamente nas solucdes de cobertura ndo proporcionou
distribuicdo homogénea na matriz desses filmes.

Tabela 4.2 — Espessura, Transparéncia, Opacidade e PVA dos filmes de gelatina
incorporados com nanoemulsdo do dleo essencial de menta (NOEM) em

diferentes concentragdes.

Formulagbes  Espessura  Transparéncia Opacidade PVA
(%OEM)  (um) (%) %) gmmpan)

Controle (0) 37,0+40, 833+10, 110+10. 155+0,02,
N3 (0,06) 362+15, 830+10s 119+10s4 1,090,024
N2 (0,13) 382+144 825%+10s 121+10. 1,13+0,01
N3 (0,25) 392+16p 821+10a 132+x10, 1,10%0,02
N4 (0,38) 42,1+£2,1; 816+10p, 144+10q 1,19+001,
Ns (0,50) 426+13; 80,0+x11c 151+104 1,19+0,03p

*Letras iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que as amostras
n&o diferem significativamente com base no teste de Tukey (p > 0,05).

4.3.4 Propriedades Mecénicas

Os filmes adicionados das diferentes concentracfes de NOEM
foram avaliados quanto a tensdo de ruptura, elongacdo e mddulo de
Young, e os resultados estdo representados na Tabela 4.3. Os valores da
tensdo de ruptura dos filmes contendo NOEM foram menores
significativamente (p < 0,05) quando comparados ao filme controle, e
variaram de 33,0 a 25,2 MPa. O oposto foi encontrado para os valores de
elongacdo dos filmes com NOEM, que aumentaram de 22,0 a 27,0 % ¢
significativamente diferentes (p < 0,05) do filme puro de gelatina. Esse
comportamento é caracteristico de filmes plastificados, e 0 aumento da
tensdo de ruptura e a redugéo da elongacdo mostram que o éleo de menta
presente na matriz de gelatina atuou como agente plastificante, além da
acdo do glicerol (PEREZ-CORDOBA et al., 2018).
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O médulo de Young mostra o quanto um material € rigido ou nao.
O maior valor encontrado foi de 1596,0 MPa para o filme puro de
gelatina, caracterizando, nesse estudo, como o filme mais rigido e menos
maleédvel. Quando a NOEM foi adicionado aos filmes, os valores para
modulo de Young diminuiram significativamente (p < 0,05), conforme o
aumento da concentragdo do 6leo nas formulagGes, variando de 1034,0 a
855,2 MPa. Entretanto, esse comportamento néo foi linear, de acordo com
os resultados obtidos para o revestimento nominado Ns com maior
concentracdo de emulsdo. Aparerentemente, hd um limite para uma boa
distribuicdo do dleo na matriz de gelatina, uma vez que o aumento de 0,50
% ndo foi capaz de diminuir a tensdo de ruptura e médulo de Young e de
aumentar a elongagdo, como o esperado. De acordo com Ma et al. (2016),
0 contetdo de Oleo mais alto no filme pode ter diminuido a
homogeneidade da estrutura da matriz de gelatina, deixando parte do 6leo
livre a rede, e dessa forma, ndo sendo capaz de melhorar qualquer uma
das propriedades.

Os resultados das propriedades mecanicas do presente estudo
estdo de acordo com os obtidos no capitulo 3 e os relatados por Ma et al.
(2016) e Pérez-Cordoba et la. (2018) para filmes de quitosana e
microemulsdo de 6leo de canela e dleo de soja, e para filmes de gelatina-
quitosana adicionados de nanoemulsdes de 6leo de canola carreadas de a-
tocoferol e dleo de alho, respectivamente. Ja o oposto foi relatado por
Alexandre et al. (2016), para filmes & base de gelatina adicionados de
nanoemulsdo de dleo essencial de gengibre, onde descreveram que a
tensdo de ruptura e mddulo de Young dos filmes aumentaram e a
elongacgdo diminuiu devido & adicdo do Oleo. Assim, as propriedades
mecanicas dos filmes é fortemente dependente das particularidades de
cada 6leo e das interacGes deste com a matriz polimérica. No presente
trabalho, a incorporagdo do 6leo de menta na forma de nanoemulséo teve
efeito significativo nas propriedades mecanicas dos filmes a base de
gelatina.
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Tabela 4.3 — Tensdo de ruptura, elongacdo e médulo de Young dos filmes de
gelatina incorporados com nanoemulsdo do 6leo essencial de menta (NOEM) em
diferentes concentragdes.

~ Tensdo de ’
FormulagGes 5 10 Madulo de
(% OEM) R(LI‘\%‘;;‘ Elongacdo (%) young (MPa)

Controle (0) 410+2,0, 133+22, 1596,0 + 60,2 5
N1 (0,06) 33,0+£20y 220+24, 1034,0 + 80,0
N2 (0,13) 29,0+ 30 242 +22 924,1 + 70,0 pc
N3 (0,25) 27,0+22 260+225  9150+86,3 1
N2 (0,38) 252420 27,0+2,0. 855,2 + 95,0
Ns (0,50) 252 +22¢ 26,0 £ 2,0 nc 877,0£97,0

*Letras iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que as amostras
n&o diferem significativamente com base no teste de Tukey (p > 0,05).

4.3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Na Figura 4.1 estdo apresentadas as micrografias dos filmes
obtidas por MEV. O filme controle mostrou uma superficie lisa, com
presencga de particulados, podendo ser pequenas bolhas de ar que ndo
foram completamente removidas ap6s etapa de vacuo. A fratura do filme
controle foi compacta e pouco aspera, apresentando homogeneidade.
Filmes adicionados das diferentes concentracbes de NOEM,
apresentaram superficie lisas, homogéneas, sem particulados e nenhuma
coalescéncia do 6leo foi visualizada. Nas fraturas dos filmes N1, N2 e N3,
as imagens mostram uma estrutura mais compacta e menos &spera,
comparado ao filme controle, podendo indicar boa incorporacdo e alta
compatibilidade dessas concentracdes de NOEM na matriz desses filmes.
Para as formulagGes N4 e Ns, foi possivel observar a presenca mais
acentuada da NOEM na matriz de gelatina, sendo mais evidente para 0,50
% (Ns), porém homogénea nas duas formulacdes. O aumento da
concentracdo poderia acarretar em coalescéncia da nanoemulséo durante
a secagem dos filmes, e causar estrutura mais desordenada e descontinua,
como ocorreu para os filmes com OEM no Capitulo 3, porém a NOEM,
além de diminuir o tamanho das particulas de 6leo, se mostrou estavel
apos incorporagdo nos filmes de gelatina.
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Correlacionando os resultado da PVA e das propriedades
mecanicas, dos filmes adicionados de NOEM, com as micrografias,
observa-se que a nanoemulsdo, melhorou a distribuicdo e a
compatibilidade do 6leo na matriz de gelatina, dificultando dessa forma a
transferéncia dos vapores de agua através dos filmes e aumentando suas
elasticidades.
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Figura 4.1 — Microscopia eletronica de varredura dos filmes de gelatina
incorporados com nanoemulsdo do 6leo essencial de menta (NOEM) em
diferentes concentragdes. Superficie superiror (a) e Fratura transversal (b).

Controle (sem NOEM) Controle (sem NOEM
@ (b)

16KV, X9.000  10pm LCME-UFSC
N; (0.06%)
@
B e

15V X1,000 LCMEUFSC LCMEUFSC

1YV X1,000
N: (0,25%)
@

1WA X1.000
N; (0.38%)
@

1V X1,000
N (0.50%)
@

G T — T,
1KV X1.000 LCMEUFSC RV vopm LCME-UFSC

Fonte: Autor.
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4.3.6 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)

A distribuicdo da NOEM (amarelo) na matriz de gelatina dos
filmes (preto) foi possivel ser visualizada com a andlise de MCVL. As
microscopias estdo apresentadas através da Figura 4.2. Como o filme
controle ndo teve adicdo de NOEM demarcada com corante vermelho do
Nilo, ndo é possivel observar nenhuma fluorescéncia na imagem. Pelas
MCVL das amostras adicionadas das diferentes concentragdes de NOEM
foi observado um aumento na quantidades de gotas com o aumento da
concentracdo de nanoemulsao. A distribuicdo das particulas de NOEM na
matriz dos filmes foi homogénea por toda a area de filme, sem espacos
vazios ou aglomerados lipidicos, indicando boa distribuicdo do 6leo de
menta na matriz de gelatina apds a etapa de secagem. Isso indica que a
guantidade de emulsificante utilizada no preparo da nanoemulsdo foi
suficiente para reduzir os tamanhos das particulas de éleo de menta e
estabiliza-las na matriz dos filmes para cada formulag&o.

Tongnuanchan et al. (2015) utilizaram a mesma técnica de
MCVL para visualizar a distribui¢do do dleo de palma em filmes de
gelatina de pele de peixe. Relataram a partir da técnica, uma boa
distribuicdo e homogeneidade do 6leo de palma nos filmes de gelatina,
mesmo nas mais altas concentragdes. No estudo, utilizaram lecitina de
soja como emulsificante e ultraturrax como dispersor.

Podemaos observar que o efeito dos lipideos na matriz de filmes
a base de gelatina é dependente da particularidade de cada 6leo e de como
os filmes sdo desenvolvidos. A técnica de MCVL proporcionou tanto no
capitulo 3, como neste capitulo, a visualiza¢do da distribuicdo das gotas
de 6leo de menta na matriz de gelatina dos filmes, e mostrou que a
producdo de NOEM reduziu visualmente o tamanho das particulas de 6leo
e melhorou a sua distribuicdo na matriz dos filmes, quando comparado a
adicdo direta do OEM nos filmes, apresentado no capitulo 3.
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Figura 4.2 — Microscopia confocal de varredura a laser dos filmes de gelatina
incorporados com nanoemulsdo do dleo essencial de menta (NOEM) em
diferentes concentragdes. Barra indicativa de tamanho representa 25 pm.

Controle (sem NOEM)

N(0,38%)

N (090% )

Fonte: Autor.
4.3.7 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Na Figura 4.3 estéo apresentados os espectros de FTIR dos filmes
de gelatina incorporados com diferentes concentragdes de NOEM. A
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partir da analise dos espectros de FTIR pode-se verificar, a nivel
molecular, mudancas de grupos funcionais ou mudancas estruturais das
amostras de filmes. Assim, foi possivel avaliar as interagdes entre o 6leo
de menta e a matriz da gelatina. Todos os espectros dos filmes a base de
gelatina foram semelhantes e apresentaram picos consideraveis na regido
amida, com pequenas diferengas nas amplitudes dos picos, dependendo
da concentracdo de 6leo de menta incorporado. Os espectros estdo de
acordo com os relatados no capitulo 3 (quando 6leo puro foi adicionado),
e também de acordo com apresentado por Ahmad et al. (2012),
Tongnuanchan et al. (2015) e Dammak et al. (2017) para filmes de
gelatina adicionados de uma fracdo lipidica. As menores bandas de
nimero de onda 1042 cm, correspondendo a grupos OH (glicerol),
foram encontradas para todos os filme. Foi constatado que a amplitude
desses picos aumentaram com o aumento na concentra¢do de NOEM, nédo
apresentando  diluicdo do plastificante pelo dleo de menta
(TONGNUANCHAN et al., 2015).

Para os filmes adicionados de NOEM, observou-se um aumento
nas amplitudes das bandas relacionadas as Amidas I (1643 cm™), 11 (1546
cm?t) e Il (1242 cmt), em relagdo ao filme controle. A Amida | é
atribuida a ligagdes C=Olligacdo hidrogénio acoplado a C-N e
deformacdo CCN, para a Amida Il séo atribuidas as vibracdes de flexdo
de grupos N-H e vibragéo de alongamento C-N e a Amida Il1 as vibragdes
de grupos C-N e N-H das ligagGes amida ou vibragdes de CH> de grupos
prolina e glicina de moléculas de gelatina. Os resultados sugerem que a
nanoemulsdo possa ter enfraquecido as interac@es intermoleculares entre
0s componentes dos filmes, correlacionando, desta forma, a reducéo dos
valores da tensdo de ruptura e aumento da elasticidade dos filmes
adicionados de NOEM (AHMAD et al., 2012; TONGNUANCHAN et
al., 2015; DAMMAK et al., 2017).

A amplitude das bandas de nimeros de ondas 2927 cm™ e 2857
cm?! sdo maiores para os filmes incorporados das diferentes
concentracbes de NOEM. Essas bandas representam as vibragdes de
alongamento assimétricas e simétricas do tipo alifaticos C-H em grupos
CH; e CHs, e indicam a presenca de hidrocarbonetos, os quais vibram
nessas regides, podendo modificar a organizagcdo molecular e interacéo
intermolecular na matriz desses filmes. O aumento da amplitude dessas
bandas foi maior quanto maior a concentragdo de NOEM incorporada aos
filmes. Resultados que corroboram com 0s encontrados por Wu et al.
(2015) para filmes de gelatina de peixe incorporados com nanolipossomas
de 6leo essencial de canela.
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As bandas de nimeros de ondas 3291 cm™ e 3068 cm™ sédo
referentes a Amida A e Amida B, respectivamente, e foram observadas
em todas as amostras de filmes a base de gelatina. As diferentes
concentragcbes de NOEM incorporadas nos filmes ndo alteraram os
valores dos nimeros de onda das bandas. Com relacdo a Amida A, ela
corresponde a vibracdes de alongamento do grupo NH- e ligagdes de
hidrogénio e a Amida B as vibragbes de alongamento CH
(TONGNUANCHAN et al., 2015; DAMMAK et al., 2017). As alturas
das bandas dos espectros sdo proporcionais as concentracfes de NOEM
nos filmes. Com isso, a adicdo de NOEM modificou a organizagdo
molecular e interacdo intermolecular na matriz de gelatina do filmes.

Como esperado, os resultados da analise de FTIR dos filmes com
NOEM, do presente trabalho, foram préximos, ou podendo-se dizer
iguais, que os encontrados para os filmes com adigdo de OEM, na forma
original, uma vez que manteve-se a mesma formulagdo, modificando
apenas a forma de adicdo da fragdo lipidica. Apenas mudangas ndo
significativas foram feitas na concetracéo de tween 80.

Figura 4.3 — Espectros de infravermelho dos filmes de gelatina incorporados com
nanoemulsédo do 6leo essencial de menta (NOEM) em diferentes concentraces.
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Fonte: Autor.
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4.3.8 Angulo de Contato e Energia Livre Superficial

O valor do angulo de contato com a dgua sobre uma superficie
pode ser usado como um indicador de hidrofobicidade ou hidrofilicidade
dessa superficie. Se ap6s deposicdo de uma gota de &gua sobre uma
superficie o angulo gerado for maior que 65 °, a superficie pode ser
considerada como hidrofébica, logo, se o angulo for menor que 65 °, a
superficie pode ser considerada hidrofilica (VOGLER, 1998; ROCCA-
SMITH, et al. 2016).

Na Figura 4.4 estdo representados os valores dos angulos de
contato dos liquidos padrdes (4gua, formamida e diiodometano) sobre as
superficies dos filmes adicionados das diferentes concentragdes da
NOEM. Apesar da natureza hidrofilica da gelatina e do glicerol, observa-
se um aumento significativo (p < 0,05) do angulo de contato entre a agua
e os filmes adicionados de NOEM quando comparados ao filme controle.
Quanto maior a concentracdo de nanoemulsdo, maior o valor do angulo
de contato da agua sobre os filmes, variando de 71 a 95 °. Portanto, é
evidente 0 aumento do angulo de contato dos filmes com a incorporagdo
de maiores concentracGes de um agente hidrofébico, no caso a NOEM,
levando ao desenvolvimento de filmes mais hidrof6bicos. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados no capitulo 3, para os
filmes de gelatina adicionados de OEM, com os obtidos por Pérez-
Cordoba e Sobral (2017), para filmes de gelatina, quitosana e caseinato
de s6dio incorporados com compostos ativos nanoemulsionados e 0s
obtidos por Kim, Song-Ee e Bin (2018), para filmes de gelatina de peixe
incorporados com 6leo essencial de canela.

Outro fator importante é com relacdo a homogeneidade da
superficie dos filmes, pois quando a superficie do filme é lisa e
homogénea, a dificuldade deste em absorver agua é maior comparado a
superficies mais rugosas e heterogéneas. As superficies dos filmes
observadas pelas micrografias indicaram filmes mais lisos e homogéneos
para os adicionados de NOEM do que o controle, o que corrobora com 0s
resultados dos angulos de contato do presente estudo.
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Figura 4.4 — Angulos de contato dos liquidos padrées agua, formamida e
diiodometano sobre os filmes de gelatina incorporados com nanoemulséo do 6leo
essencial de menta (NOEM) em diferentes concentragdes
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Fonte: Autor.

*Letras iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que as amostras
n&o diferem significativamente com base no teste de Tukey (p > 0,05).

Para entender melhor sobre o efeito da adicdo das diferentes
concentracBes de NOEM nos filmes, a energia livre superficial e suas
componentes polar e dispersiva foram determinadas (Tabela 4.4). Através
dos angulos de contato dos trés liquidos padrdes sobre os filmes foram
obtidos os resultados da energia livre superficial e suas componentes
polar e dispersiva. As componentes polares dos filmes adicionados das
diferentes concentracbes de NOEM apresentaram valores menores (p <
0,05) com relacdo ao controle. Enquanto que, as componentes dispersivas
foram maiores. Com essa diferenca, podemos constatar que a adi¢éo de
NOEM nos filmes aumentou seu carater hidrofébico, pois quando a
energia livre superficial polar é menor que a energia livre superficial
dispersiva, essa superficie pode ser considerada hidrofébica (COZMUTA
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et al., 2015; BENBETAIEB et al., 2016). Isso é resultante dos altos
valores dos angulos de contato da dgua sobre os filmes com NOEM, ndo
facilitando a dispersdo do liquido sobre a superficie do filme, oposto aos
angulos da formamida e diiodometano sobre os filmes, que foram
menores, € com isso gerando a reducdo da energia livre superficial dos
filmes adicionados da NOEM.

A partir desses resultados, pode-se afirmar que houve um
aumento do carater hidrofébico dos filmes adicionados de NOEM (71 a
95 ° do angulo da &gua) comparados aos filmes adicionados do OEM (49
a 63,1 ° do angulo da agua) estudados anteriormente. A reducdo do
tamanho das particulas do 6leo de menta pela técnica de nanoemulsao
melhorou a distribuicdo do 6leo na matriz de gelatina, fazendo com que
os filmes fossem mais homogéneos e com menor afinidade pela agua.

Tabela 4.4 — Energia livre superficial, componente polar e componente dispersiva
dos angulos de contato sobre os filmes de gelatina incorporados com
nanoemulsdo do 6leo essencial de menta (NOEM) em diferentes concentragdes.

T A
(% OEM) (mN.m?) (mNLm) (mNm%)
Control (0)  592+03. 17,0201, 430+02,
N: (0,06) 500£03p  3,0%02p 47,0030
N2 (0,13) 50,0£02,  2,2%02. 47,4+02 co
Nz (0,25) 500£02p,  20%01q 482+0,14
No(038)  200%0ls 21402 48,003 ce
Ns (0,50) 500+045 30203, 47,32 0,2 o

*Letras iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que as amostras
n&o diferem significativamente com base no teste de Tukey (p > 0,05).

4.3.9 Capacidade Antifingica

Todos os filmes foram caracterizados quanto a sua capacidade
para inibir o crescimento de B. cinerea e R. stolonifer. O método de
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difusdo em disco, descrito na etapa 3.2.3.11, mostrou ser uma técnica
capaz de indicar se os filmes possuiam alguma capacidade antiflngica.

Com relacdo ao filme controle houve crescimento dos fungos
sobre os filmes, ndo apresentando halo de inibicdo e nem reduzindo o
desenvolvimento dos fungos durante o tempo analisado. Para os filmes
adicionados da NOEM, foi possivel observar reducdo no
desenvolvimento dos dois fungos, para as maiores concentracdes de
NOEM nos filmes. Para as amostras de filmes N1 e N2 ndo apresentaram
halo de inibicdo para B. cinerea e R. stolonifer, e os fungos se
desenvolveram sobre a superficie desses filmes. As concentractes de 0,06
e 0,13 % do 6leo nas formulacdes dos filmes ndo foram suficientes para
inibir o desenvolvimento de 10° esporos/ml dos fungos estudandos. Para
as formulagfes N3, N4 e Ns, a redugdo do desenvolvimento dos fungos
para o tempo analisado foi mais pronunciada, sendo possivel observar
halo de 2,0 cm de didmetro, exatamente o tamanho dos filmes sobrepostos
nas placas, mostrando que os fungos ndo se desenvolveram sobre essas
superficies. Assim, a capacidade antifingica para B. cinerea e R.
stolonifer foram dos filmes contendo 0,25 %, 0,38 % e 0,50 % de 6leo de
menta em nanoemuls&o.

Otoni et al. (2014) mostraram que a incorporacdo de goticulas
menores de cinamaldeido nos filmes a base de pectina e puré de mamao,
apresentaram aumento das propriedades antimicrobianas, indicadas por
halos de inibicdo. Ainda explicaram que a atividade antimicrobiana
melhorada pelas goticulas menores podem ser atribuadas a uma maior
capacidade do composto ativo para migrar do filme para as células
microbianas.

Com isso, pode-se dizer que a NOEM aumentou a
disponibilidade do éleo nos filmes de maior concentracéo, pela reducédo
do tamanho de particula, e com isso, também pode ter reduzido sua
volatilidade durante a etapa de secagem e de analise. Resultado
diferenciado para os filmes adicionados de OEM (Capitulo 3), utilizando
técnica de emulsdo convencional das solugGes para os filmes Az (0,25 %)
e A4 (0,38 %), adicionados das mesmas concentracdes de OEM.

4.4 Conclusao

A sonicacdo promoveu a reducdo do tamanho das gotas do 6leo
de menta em escala manométrica (219 nm) e garantiu estabilidade fisica
da emulsdo. A mistura entre os componentes da nanoemulsdo ndo
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interferiu na capacidade antifingica do 6leo essencial de menta, sendo
observado atividade antifungica da NOEM para B. cinerea e R. stolonifer.

Quando a NOEM foi incorporada em diferentes concentra¢fes
nos filmes a base de gelatina, esta promoveu o aumento da espessura,
reducdo da transparéncia e aumento da opacidade dos filmes. A
incorporacdo das concentragfes de nanoemulsdo nos filmes aumentou a
resisténcia ao vapor de agua, e gerou filmes mais elasticos, menos rigidos
e mais homogéneos. A NOEM interferiu na organizacdo molecular dos
filmes e apresentaram aumento do carater hidrofébico com o aumento da
concentracdo de NOEM. A capacidade antifingica NOEM quando
incorporada nos filmes para B. cinerea e R. stolonifer foi observada para
concetraces de 0,25, 0,38 e 0,50 % de 6leo de menta.

Nesse estudo mostrou-se que a reducéo no tamanho das goticulas
de 6leo pela técnica de nanoemulsdo foi eficaz para melhorar distribui¢do
e homogeneizagdo na matriz do filme obtido, além de aumentar a
capacidade antifungica do 6leo nos filmes.

4.5 Referéncias Bibliograficas

ALEXANDRE, E. M. C., LOURENCO, R. V., BITTANTE, A. M. Q. B,
MORAES, I. C. F., SOBRAL, P. J. A. Gelatin-based films reinforced
with montmorillonite and activated with nanoemulsion of ginger
essential oil for food packaging applications. Food Packaging and Shelf
Life, v. 10, p. 87-96, 2016.

ACEVEDO-FANI, A., SALVIA-TRUJILLO, L., ROJAS-GRAU, M. A,
MARTIN-BELLOSO, O. Edible films from essential-oil-loaded
nanoemulsions: Physicochemical characterization and antimicrobial
properties. Food Hydrocolloids, v. 47, p. 168 - 177, 2015.

BENBETTAIEB, N.; CHAMBIN, O.; ASSIFAQUI, A.; AL-ASSAF, S.;
ARBOWIAK, T.; DEBEAUFORT, F. Release of coumarin
incorporated into chitosan-gelatin  irradiated films. Food
Hydrocolloids. v. 56, p. 266-276, 2016.

BORGES, C. D., MENDONCA, C. R. B., ZAMBIAZI, R. C,
NOGUEIRA, D., PINTO, E. M. PAIVA, F. F. Strawberries
conservation with coatings based on xanthan gum and sage essential
oil. Bioscience Journal, v. 29, p. 1071-1083, 2013.



118

CHEONG, J.N; TAN, C.P.; MAN, Y. B. C; MISRAN, M. a-Tocopherol
nanodispersions:  Preparation, characterization and stability
evaluation. Journal of Food Engineering, v. 89, p. 204-209, 2008.

COMBRINCK, S., REGNIER, T., KAMATOQOU, G. P. P. In vitro activity
of eighteen essential oils and some major components against
common postharvest fungal pathogens of fruit. Industrial Crops and
Products, v. 33, p. 344-349, 2011.

COZMUTA, A. M., TURILA, A, APJOK, R.; CIOCIAN, A,
COZMUTA, L. M,; PETER, A.; NICULA, C.; GALIC, N.; BENKOVIC,
T. Preparation and chacarterization of improved gelatin films
incorporating hemp and sage oils. Food Hydrocolloids, v. 49, p. 144-
155, 2015.

DAMMAK, 1; CARVALHO, R. A, TRINDADE, C. S. F,;
LOURENCO, R. V.; SOBRAL, P. J. A. Properties of active gelatin
films incorporated with rutin-loadednanoemulsions. International
Journal of Biological Macromolecules. v. 98, p. 39-49, 2017.

DONSI, F., FERRARI G. Essential oil nanoemulsions as antimicrobial
agents in food. Journal of Biotechnology, v. 233, p. 106-120, 2016.

GHANI, S.; BARZEGAR, H.; NOSHAD, M.; HOJATI, M. The
preparation, characterization and in vitro application evaluation of
soluble soybean polysaccharide films incorporated with cinnamon
essential oil nanoemulsions. International Journal of Biological
Macromolecules. v. 112, p. 197-202, 2018.

GAHRUIE H. H., ZIAEE E., ESKANDARI M. H., HOSSEINI S. M. H.
Characterization of basil seed gum-based edible films incorporated
with Zataria multiflora essential oil nanoemulsion. Carbohydrate
Polymers, v.166, p. 93-103, 2017.

KIM, H.; BEAK, S.; SONG, K. B. Development of a hagfish skin
gelatin film containing cinnamon bark essential oil. LWT - Food
Science and Technology. v. 96, p. 583-588, 2018.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690/33/2

119

MA, W.; TANG, C.; YIN, S.; YANG, X, LIU, F; WEI, Z
Characterization of gelatin-based edible films incorporated with
olive oil. Food Research Internatinal. J., v. 49, p. 572-579, 2012.

MCCLEMENTS, D. J. Edible nanoemulsions: fabrication, properties,
and functional performance. Soft Matter, v. 7, n. 6, p. 2297, 2011.

MCCLEMENTS, D. J., RAO, J. Food-grade nanoemulsions:
formulation, fabrication, properties, performance, biological fate,
and potential toxicity. Critical Reviews in Food Science and Nutrition,
v. 51, p. 285-330, 2011.

MENESES, A. C. Encapsulacdo De Oleo De Cravo Em
Nanoparticulas Lipidicas E Poliméricas Em Sistema Livre De
Solvente. 2016, p. 115. Dissertacdo de mestrado, Engenharia Quimica,
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 2016.

PEREZ CORDOBA L.J. P., SOBRAL P. J.A. Physical and antioxidant
properties of films based on gelatin, gelatin-chitosan or gelatin-
sodium caseinate blends loaded with nanoemulsified active
compounds. Journal of Food Engineering, v.213, 47- 53, 2017.

OTONI, C. G.,, MOURA, M. R.,, AQUADA, F. A., CAMILLOTO, G.P,,
CRUZ, R. S., LOREVICE, M. V., SOARES, N. F. F., MATTOSO, L. H.
C. Antimicrobial and physical-mechanical properties of
pectin/papaya  puree/cinnamaldehyde  nanoemulsion  edible
composite films. Food Hydrocolloids, v. 41, p. 188 - 194, 2014.

ROCCA-SMITH, J.R.; MARCUZZO, E.; KARBOWIAK, T.; CENTA,
J.; GIACOMETTI, M.; SCAPIN, F.; VENIR, E.; SENSIDONI, A;
DEBEAUFORT, F. Effect of lipid incorporation on functional
properties of wheat gluten based edible films. Journal of Cereal
Science. v. 69, p. 275-282, 2016.

SEVERINO, R., VU, K.D., DONSI, F., SALMIERI, S., FERRARI, G.,
LACROIX, M. Antibacterial and physical effects of modified chitosan
based-coating containing nanoemulsion of mandarin essential oil and
three non-thermal treatments against Listeria innocua in green
beans. International Journal of Food Microbiology, 191, 82-88, 2014.



120

SEVERINO, R., FERRARI, G., VU, K.D., DONSI, F., SALMIERI, S.,
LACROIX, M. Antimicrobial effects of modified chitosan based
coating containing nanoemulsion of essential oils, modified
atmosphere packaging and gamma irradiation against Escherichia
coli O157:H7 and Salmonella Typhimurium on green beans. Food
Control, v. 50, p. 215-222, 2015.

TIWARI, P. Recent advances and challenges in trichome research
and essential oil biosynthesis in Mentha arvensis L. Industrial Crops
and Products, v. 82, p. 141-148, 2016.

TONGNUANCHAN, P.; BENJAKUL, S.; PRODIPRAN, T. Physico-
chemical properties, morphology and antioxidant activity of film
from fish skin gelatin incorporated with root essencial oils. Journal 0s
Food Engineering. J., v. 117, p. 350 — 360, 2013.

TONGNUANCHAN, P.; BENJAKUL, S.; PRODIPRAN, T,
NILSUWAN, K. Emulsion film based on fish skin gelatin and palm
oil: Physical, structural and thermal properties. Food Hydrocolloids,
V. 48, p. 248 — 259, 2015.

WU, J.; LIU, H.; GE, S.; WANG, S.; QIN, Z.; CHEN, L.; ZHENG, Q.;
LIU, Q.; ZHANG, Q. The preparation, characterization,
antimicrobial stability and in vitro realease evaluation of fish gelatin
films incorporated whit cinnamon essencial oil nanoliposomes. Food
Hydrocolloids. J., v. 43, p. 427-435, 2015.

VOGLER, E. A. Structure and reactivity of water at biomaterial
surfaces. Advances in Colloid and Interface Science, J., v. 74, p. 69-117,
1998.

VU, K. D., HOLLINGSWORTH, R.G., LEROUX, E., SALMIERI, S.,
LACROIX, M. Development of edible bioactive coating based on
modified chitosan for increasing the shelf life of strawberries. Food
Research International, v. 44, p. 198-203, 2011.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669015305732?np=y&npKey=c75fff8596535e08d803c4f67a574e5bacf37580e8381c5ab94725abaee955da
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690/82/supp/C

121

CAPITULO 5. APLICACAO DE COBERTURAS COMESTIVEIS
A BASE DE GELATINA ADICIONADAS DE OLEO ESSENCIAL
DE MENTA EM MORANGOS (Fragaria X ananassa):
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E INFLUENCIA
NA QUALIDADE FISICO-QUIMICA DO FRUTO

Resumo

O uso de coberturas comestiveis incorporadas de antimicrobianos
naturais tem se mostrado promissora na extenséo da vida util de diferentes
frutos. Por ser suceptivel ao ataque por fungos, 0 morango foi selecionado
como modelo para avaliar a eficacia antiflngica do dleo essencial de
menta como o agente antiflingico, incorporado em coberturas comestiveis
a base de gelatina. Inicialmente, as coberturas comestiveis de gelatina
contendo OEM e NOEM (0; 0,06; 0,13; 0,25; 0,38; 0,5 % (g 6leo/g
gelatina)) foram aplicadas em morangos inoculados com B. cinerea e R.
stolonifer. Os frutos revestidos das diferentes coberturas foram
acondicionados a 15 °C e 95 % UR. Para a escolha da melhor formulacéo,
foram avaliados a inibicdo de desenvolvimento flngico, taxa de
respiracdo, producdo de etileno e firmeza dos morangos. Os resultados
mostraram que, independentemente da forma que o dleo é adicionado na
solucdo de cobertura comestivel, as concentragcdes acima de 0,25 % de
6leo de menta escurecem a superficie dos morangos e ocorre quebra da
parede celular, causando o amolecimento do fruto. A inibicdo do
desenvolvimento dos fungos foi nas menores concentracbes de OEM e
NOEM. As coberturas comestiveis sem e com 6leo de menta reduziram a
taxa de respiracdo dos morangos e a producao de etileno comparados ao
controle. A firmeza dos morangos foi afetada pelas coberturas com
concentracdes de 0,13 % de 6leo de menta na formulagéo, enquanto que
0,06 % de 6leo mantiveram a firmeza dos morangos.

Nesta etapa do trabalho, os morangos foram revestidos
utilizando-se a cobertura contendo 0,06 % de 6leo essencial de menta
porque apresentou os melhores resultados na etapa anterior. Os morangos
foram higienizados com luz UV-C numa dose de 3,8 kJ/m? por 2 min e
revestidos com cobertura comestivel A; (0,06 %) e avaliados quanto ao
desenvolvimento flngico, perda de massa, cor, firmeza, taxa de
respiracdo, pH, sélidos solUveis totais, aglcares, &cidos orgéanicos,
capacidade antioxidante, compostos fendlicos totais e antocianinas totais.
0,06 % OEM na cobertura reduziu o desenvolvimento flngico dos
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morangos, apresentou menor perda de massa e menor taxa de respiracdo
guando comparados aos frutos sem cobertura. O OEM na cobertura de
gelatina ndo interferiu na cor dos morangos e na firmeza. Além disso, o
uso de 0,06 % OEM na cobertura apresentou os melhores resultados
guanto ao pH, SST, aclcares, acidos organicos, capacidade antioxidante
e compostos fendlicos por 8 dias de armazenamento a 6 °C e 95 % UR,
mostrando ser eficaz para retardar a senescéncia de frutos de morango pés
colheita.

5.1 Introdugéo

O morango (Fragaria x Ananassa Duch) pos colheita é um fruto
gue desidrata rapidamente, sofre danos mecanicos e tem curta vida Util
principalmente por deterioracdo fangica. Os principais fungos
deteriorantes de morangos sdo Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer.
Minimizar as injdrias fisicas e retardar o desenvolvimento dos fungos em
morangos e aumentar sua vida de prateleira e tempo de comercializagdo
¢ um grande desafio para o setor (VU et al.,, 2011; EL-MOGY e
ALSANIUS, 2012). Uma alternativa possivel desse desafio é o uso de
coberturas comestiveis e antimicrobianos naturais associados. Estudos
referentes & aplicacdo de coberturas comestiveis com agentes
antimicrobianos naturais tém sido realizados e mostram bons resultados
guanto a protecdo e extensdo do tempo de vida util de alguns produtos
alimenticios. Além disso, por serem oriundos de fontes naturais e
saudaveis em relacdo aos materiais quimicos sintéticos, torna-se atrativos
ao consumidor (DIAB et al., 2001; BORGES et al., 2013; SEVERINO et
al., 2014a; GUERREIRO et al., 2015).

Por apresentarem agéo antimicrobiana, 0s 6leos essenciais vém
ganhando aten¢do como aditivo natural para aplicacdo em alimentos. Séo
geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) pela Food and Drug
Administration (FDA) (PERSICO et al., 2009) e sua incorporagdo em
peliculas de gelatina, proporcionam atividade antimicrobiana e tambhém
melhoram as propriedades fisico-quimicas do filme, como relatados por
alguns estudos (PIRES et al., 2011; TONGNUANCHAN, BENJAKUL ¢
PRODIPRAN, 2012; TONGNUANCHAN, BENJAKUL e
PRODIPRAN, 2013). O 6leo essencial de menta da espécie Mentha
arvensis tem como componente principal o mentol, o qual é responsavel
pela atividade antimicrobiana do 6leo (TIWARI, 2016). Estudos recentes
relataram sua intensa atividade contra diferentes fungos, dentre eles o
Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer (ABBASZADEH et al., 2014;
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COMBRINCK, REGNIER e KAMATOU, 2011; GUERRA et al., 2015).
No entanto, suas propriedades hidrofobicas e sabor forte restringem sua
aplicacéo direta em alimentos.

Sistemas de distribuicdo de 6leos essenciais em nanoescala tém
apresentado eficiéncia quanto a estabilidade fisico-quimica e bioldgica
pela ativacdo de mecanismos passivos de absorgéo celular e pelo aumento
da area de superficie, fazendo com que a quantidade de 6leo e seus efeitos
sensoriais sejam reduzidos (DONSI et al. 2011; DONSI e FERRARI,
2016). A incorporacdo desses 6leos em matriz polimérica na forma de
nanoemulsées melhora as propriedades de barreira dos filmes e/ou
coberturas e mostra distribuicdo mais homogénea na matriz polimérica
(OTONIl etal., 2014; SEVERINO et al., 2014a; SEVERINO et al., 2014b;
SEVERINO et al., 2015; DONSI et al., 2015).

Combinacgdo de diferentes técnicas também podem resultar em
vantagens para 0 morango. Como exemplo, uso de irradiacdo UV-C como
pré tratamento, recobrimento do fruto com coberturas comestiveis
antimicrobiana retardam a senescéncia pds-colheita e proporcionam
seguranca de frutos e hortalicas (ALEXANDRE, BRANDAO e SILVA,
2012; SHIN, SONG e SONG, 2012; SEVERINO et al., 2014a;
SEVERINO et al., 2015; URBAN et al., 2016).

O presente trabalho teve como foco principal aplicar coberturas
comestiveis a base de gelatina contendo OEM e NOEM em morangos
sem e com tratamento UV-C e avaliar sua acdo contra o desenvolvimento
de B. cinerea e R. stolonifer.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material e matéria-prima

Gelatina bovina Tipo B doada por Gelnex The Gelanin
Especialist (It4, Santa Catarina, Brasil), dleo essencial de menta (Mentha
arvensis) (L-mentol = 40 %, mentona = 24 %, acetato de mentila = 4 %,
isomentona = 10 %) adquirido da Ferquima Indstria e Comercio LTDA
(Vargem Grande, Sdo Paulo, Brasil), glicerina (CsHgO3), Tween 80
(CeaH124026) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Rhizopus
stolonifer (CBMAI 1551) foi doado pelo Laboratério de Microbiologia
do Solo da Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, Santa
Catarina e Botrytis cinerea (CBMAI 863) adquirido da Colecéo Brasileira
de Micro-organismos de Ambiente e Industria — CBMAI/DRM,
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UNICAMP, Paulinia, Sao Paulo.

Morangos frescos foram comprados em mercado local
(Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil) e mantidos a 6 °C até o inicio das
analises. Foram selecionados quanto a cor, tamanho, sem danos fisicos ou
infeccdo visual, retiradas as sépalas e qualquer sujidades superficiais sem
uso de agua.

5.2.2 Preparo das solugdes de cobertura comestivel

As solugdes de cobertura comestivel a base de gelatina sem 6leo
e com OEM (0; 0,06; 0,13; 0,25; 0,38; 0,50 % (g/g gelatina)) foram
preparadas conforme método descrito no item 3.2.2.

A nanoemulsdo do 0leo essencial de menta foi preparada
conforme método descrito no item 4.2.1. As coberturas com NOEM (0;
0,06; 0,13; 0,25; 0,38; 0,50 % (g OEM/g gelatina)) foram preparadas
conforme método descrito no item 4.2.3.

5.2.3 Incorporagdo de OEM e NOEM nas coberturas e sua influéncia no
desenvolvimento flngico de morangos inoculados com B. cinerea e R.
stolonifer

Os morangos, previamente selecionados, foram feridos na
superficie uma vez na regido equatorial com ponta de 1 mm de largura e
2 mm de comprimento de uma haste de ago inoxidavel, de acordo com
Fagundes et al. (2013). Foram inoculados 10 pL de uma suspensdo de
esporos contendo 1 x 10° esporos/mL dos fungos B. cinerea ou R.
stolonifer, em seguida acondicionados a 20 °C por 24 h. Ap0s, 0s
morangos foram imersos por 1 min nas solugdes sem e com 6leo de menta
(OEM e NOEM) separadamente. Ap6s removidos da solugdo, os frutos
foram drenados em tela de nylon e secos a 15 °C por 20 min. Morangos
inoculados, mas ndo revestidos foram utilizados como controles. Em
seguida, 10 frutos (aproximadamente 125 + 5 g) foram adicionados em
embalagens rigidas de polipropileno transparentes de dimensfes 20 x 12
x 5 cm, armazenados a 15 °C e 95 % UR. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata de acordo com Fagundes et al. (2013), com
modificacdes.

A temperatura de 15 °C foi escolhida para acelerar o teste de vida
atil dos morangos. Nessa condigdo foram avaliados o desenvolvimento
fangico, taxa de respiracdo, producdo de etileno e firmeza (teste de
perfuragao).
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5.2.3.4 Desenvolvimento Fungico Visual

O desenvolvimento dos fungos de B. cinerea ou R. stolonifer foi
calculado como a porcentagem de morangos contaminados. O
desenvolvimento foi avaliado no primeiro dia (dia 0) e a cada 2 dias
durante 4 dias através de andlise visual (FAGUNDES et al., 2013;
GUERRA et al., 2015).

5.2.3.5 Taxa de Respiracao

As taxas de respiragdo dos morangos foram determinadas a partir
das concentragdes do O, e CO, obtidas em um analisador de gas (PBI
Dansensor, CheckMate 1, Dinamarca) (PERDONES et al., 2016). Trés
frutos (aproximadamente 17 + 2 g) foram colocados dentro de um
recipiente de vidro (200 mL) hermeticamente fechado, contendo ar
atmosférico. As andlises dos gases foram realizadas nas primeiras 6 h em
intervalos de 1 h e apds 24 h, até equilibrio, em triplicata de experimentos.
As taxas de respiracdo dos frutos foram calculadas utilizando modelo
proposto por Torrieri, Cavella e Masi (2009), mostrado nas Equacdes 4 e
5.

V. do
f 2

RRo, (1) = T W100 dt @
V. dCco

RReo,(®) = G557 ®)

Onde: RRo; é a taxa de consumo de Oz RRcoz € a taxa de

producdo de COg, Vs é o volume final dentro do frasco (mL), W é a massa
da amostra (kg) e —= dOZ e——= dCOZ sdo as variacdes das concentracdes de O e

CO; ao longo do tempo de analise.

5.2.3.6 Producéo de Etileno

A determinagdo da producdo de etileno dos morangos foi
realizada de acordo com o proposto por Li et al. (2014) e Basso, Moreira
e José (2018), com modificacbes. Amostras de 3 frutos
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(aproximadamente 17 + 2 g) foram colocados dentro de um recipiente de
vidro (200 mL) hermeticamente fechado, contendo ar atmosférico. Apds
3 h,5h, 7 he 24 h foram coletadas aliquotas do ar do interior da
embalagem utilizando-se uma seringa de 250 pL (1725RN, Hamilton),
cuja amostra de ar foi injetada em cromatografo gasoso acoplado a um
espectrofotdmetro de massas (GC/QP 2010 Plus, Shimadzu, Japdo)
equipado com uma coluna capilar (Supel-Q-Plot, Supelco) a temperatura
de 28 °C. A concentracdo volumétrica de etileno foi quantificada usando
um padrdo de calibracdo externo e os resultados foram expressos em
puL/kg FF (fruta fresca). As analises foram realizadas no Laboratério de
Energia e Meio Ambiente (LEMA), do Departamento de Enenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina.

5.2.3.7 Firmeza

A firmeza dos frutos foi realizada seguindo o método proposto
por Sanchez-Gonzalez et al. (2011), com modificagdes. Utilizou-se um
texturémetro TA.HD plus (Texture Analyser, Stable Micro Systems,
Reino Unido) com célula de carga de 50 kg. O teste de perfuragcdo 5 mm
de profundidade foi realizado com uma sonda de 2 mm de didmetro,
velocidade de teste de 3,3 mm/s, velocidade de pré-teste de 3 mm/s,
velocidade de pos-teste de 5 mm/s. Para o teste de compressdo foi
utilizado uma sonda cilindrica em aluminio com 50 mm de didmetro e
velocidade do teste, pré-teste e pds-teste de 1 mm/s, 2 mm/s e 5 mm/s,
respectivamente. Os resultados foram apresentados pela forga maxima na
perfuracdo (N) e forca maxima na compressdo (N). As analises foram
realizadas no primeiro dia (dia 0) e a cada 2 dias durante o
armazenamento.

5.2.4 Revestimento de morangos sanitizados por luz UV-C

Para aplicacdo da UV-C, utilizou-se a cobertura comestivel que
apresentou melhor inibi¢do de desenvolvimento dos fungos B. cinerea e
R. stolonifer, associado aos resultados de taxa de respiracdo, producéo de
etileno e firmeza na primeira etapa do trabalho.
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5.2.4.1 Sanitizacéo por luz UV-C

Os morangos, previamente selecionados, foram sanitizados por
radiacdo UV-C, utilizando camara de radiagdo com controle de
temperatura (Figura 5.1) montada no Laboratério de Propriedades Fisicas
de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina durante a
execucdo deste trabalho. Foram instaladas 16 lampadas germicidas UV-
C (Osram 24 W, 2G11, Munique, Alemanha), de comprimento de onda
de 254 nm, distribuidas na parte superior, inferior e laterais da cAmara. A
dose de radiacdo total aplicada nos frutos foi de 3,8 kJ/m? por 2 min a
temperatura 10 °C £ 0,5 °C. A dose utilizada neste estudo foi baseada em
Araque et al. (2018), Batista, 2017 e Xie et al. (2016). A dose de radiacio
UV-C da cAmara foi medida por um foto radiémetro (Modelo HD2302.0
LightMeter, Delta OHM, com probe irradiance LP 471 UVC, range 220
- 280 nm, Caselle di Selvazzano, Italia).

Figura 5.1 - Ca

E——

mara UV-C refrigerada.

s

kaa
1 \ =

the: Autor.
5.2.4.2 Aplicagdo do revestimento

A solucdo de cobertura comestivel sem 6leo e a solugdo de
cobertura contendo 0,06 % de OEM (A:) foram preparadas conforme item
3.2.2, capitulo 3. Os tratamentos dos morangos realizados nesta etapa
foram:

- Controle = sem aplicacéo de UV-C e sem cobertura

- UVC (sem cobertura) = com aplicacdo de UV-C e sem cobertura
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- Ao (sem OEM) = com aplicacdo de UV-C e com cobertura sem
OEM

- A1 (0,06 % OEM) = com aplicacdo de UV-C e com cobertura
com 0,06 % de OEM

Os morangos dos grupos com revestimento Ao e A; foram
imersos na solugdo comestivel, separadamente, durante 1 min sob
agitacdo utilizando um bastéo de vidro. Os frutos foram dispostos sobre
uma tela de nylon para drenagem da solucdo em excesso e secagem a 15
°C por 20 min. Apds, os frutos dos diferentes tratamentos foram
embalados em embalagens rigidas de polipropileno transparentes (20 x
12 x 5 ¢cm) e acondicionado a 6 °C e 95 % UR, de acordo com Guerra et
al. (2015), com modificagdes.

5.2.4.3. Caracterizacao fisico-quimica dos morangos

Os morangos dos quatro tratamentos foram caracterizados no
primeiro dia (dia 0) e a cada 2 dias de armazenamento. Quando os frutos
apresentaram 20 % de desenvolvimento flungico as analises e o
armazenamento foram interrompidos (OREGEL-ZAMUDIO et al.,
2017). As analises foram desenvolvimento flngico visual, perda de
massa, cor, firmeza, taxa de respiracdo, pH, sélidos sollveis totais (SST),
atividade antioxidante, compostos fendlicos totais, acUcares, acidos
organicos e antocianinas totais.

Desenvolvimento Fungico Visual

O desenvolvimento fangico foi realizado por analise visual, foi
calculado como a porcentagem de morangos contaminados. O
desenvolvimento foi avaliado no primeiro dia (dia 0) e a cada 2 dias até
percentagem de frutos inaceitaveis, com mais de 20 % de
desenvolvimento fungico (FAGUNDES et al., 2013; GUERRA et al.,
2015; OREGEL-ZAMUDIO et al., 2017).

Perda de Massa

A perda de massa dos frutos foi determinada em balanca semi
analitica com precisdo de 0,01 g (Marte, AS2000C, Brasil). Lotes de
frutos por tratamento foram pesados no dia inicial (dia 0) e ao longo do
armazenamento. As analises foram ndo destrutivas, ou seja, 0S mesmos
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lotes foram pesados no periodo de armazenamento (dia 0, 2, 4, 8, 10, etc.).
A perda de massa foi calculada de acordo com a Equagdo 1:

M
PM (%) = 1—M—2*100 (1)
Sendo: PM a perda de massa (%), Mo a massa no tempo inicial do
armazenamento; Mn a massa para os dias posteriores de analise (COTE
etal., 2013).

Cor

A cor dos frutos foi determinada utilizando um sistema de viséo
computacional, através de software ImageJv 1.6.0 (National Institutes of
Health, Bethesda, USA) e uma camara fotografica (Nikon D5500, Nikon
Corporation, Japdo) para aquisicdo das imagens dos frutos. A regido
central de cada fruto da imagem obtida anteriormente foi selecionada, e
essa regido foi tratada usando plug-in Color Space Converter que converte
as cores do sistema RGB para a escala CIELab. A coordenada “L*”
expressa o grau de luminosidade da cor medida (L* = 0 (preto) a 100
(branco)), os valores de “a*” expressam o grau de variagdo entre o
vermelho e o verde (a* positivo = vermelho, a* negativo = verde), e a
coordenada “b*” o grau de variagdo entre a cor azul e o amarelo (b*
positivo = amarelo, b* negativo = azul). O método utilizado foi descrito
por Cérdenas-Pérez et al. (2017), com modificagdes.

Firmeza

A firmeza dos frutos dos diferentes tratamentos foi realizada para
os testes de perfuracdo e compressdao de acordo com o descrito no item
5.2.3.1

Taxa de Respiracao

As taxas de respiragdo dos morangos dos diferentes tratamentos
foram determinadas de acordo com item 5.3.3.1.

pH e Sélidos Sollveis Totais (SST)

O pH dos morangos foi obtido em pHmetro de bancada (Quimis,
Q400AS, Brasil), conforme Oregel-Zamudio et al. (2017). Amostras dos
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morangos foram liquidificadas e o pH obtido por leitura direta do suco
puro do morango, realizados em triplicata.

O teor de sélidos sollveis totais foi obtido utilizado refratbmetro
digital (ATAGO, PAL-BY/RI, Japdo) com capacidade de determinacéo
de 0-93 °Brix. Trés gotas do suco concentrado dos morangos foram
utilizadas para a leitura. Os resultados foram expressos em °Brix
(OREGEL-ZAMUDIO et al., 2017).

Aclcares e Acidos Organicos

Polpas puras dos morangos dos diferentes tratamentos aplicados
no presente trabalho foram congeladas em ultra freezer. 5 g de polpa
descongelada, de cada tratamento, foi diluida em agua ultra pura e solucéo
de &cido sulfurico em pH = 2,5 para determinacéo dos agucares e acidos
organicos, respectivamente. As amostras foram colocadas em banho de
ultrassom por 10 min e centrifugadas a 9000 rpm por 20 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro e
novamente filtrado em filtro de membrana de 0,45 um (Minisart CE,
Sartorius Stedim).

A determinacdo de aglcares e acidos organicos do suco dos
morangos foi realizada em cromatrografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE - Perkin Elmer série 200, Massachusetts, EUA) e software
Totalchrom navigator 6.2.1 (Perkin Elmer série 200, Massachusetts,
EUA), seguindo metodologia de Gunduz e Ozdemir (2014), com
modificacdes. Os agucares foram quantificados quanto ao teor de frutose,
glicose e sacarose, utilizando um detector de indice de refracdo (IR)
(Perkin Elmer série 200, Massachusetts, EUA) e separacdo através de
coluna amino Lichrrospher NH2-5 (250 x 4,6 mm 1.D.) & temperatura de
30 °C e fluxo de 0,3 mL/min. O volume de injecdo foi de 20 L e a fase
mavel utilizada foi 80 % acetonitrila e 20 % agua ultra pura. Os resultados
foram expressos em mg/g de FF (fruta fresca).

Os é&cidos organicos quantificados foram &cido citrico e acido
malico (principais acidos do morango) usando um detector UV (Perkin
Elmer série 200, Massachusetts, EUA) e comprimento de onda de 215
nm. A separacdo dos &cidos se deu através de coluna Univ-S-OD2 (C18)
(250 x 4,6 mm 1.D.), temperatura de 30 °C e fluxo de 0,5 mL/min. O
volume de injecdo foi de 20 pL e a fase movel utilizada foi 95 % de
solucdo de &cido sulfurico (pH = 2,5) (Solvente A) e 5 % de metanol
(Solvente B). Os resultados foram expressos em mg/g de FF (fruta fresca).
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Capacidade Antioxidante e Compostos Fendlicos Totais

Aproximadamente 1 g da polpa pura do morango foi extraida com
9 mL de metanol 80 % por 10 min em banho de ultrasson (Unique, 1400A,
S&do Paulo, Brasil) a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 9000 rpm por 20 min (Quimis, Q222T, Sao Paulo,
Brasil). Foram utilizados os sobrenadantes para as analises da capacidade
antioxidante e compostos fendlicos totais.

A capacidade antioxidante dos morangos foi determinada pela
técnica de captura do radical ABTS (2,2 AZINO BIS (3-ethylbenzo
thiazoline 6 sulfonic acid)) por antioxidantes, de acordo com Rufino et al.
(2007a). A solucdo metandlica de morango foi adicionada na solucéo
ABTS e homogeneizada por 6 min. Em seguida, mediu-se a absorvancia
das amostras a 734 nm em espectrofotdmetro (QUIMIS, Q898U2M5, Séo
Paulo, Brasil). Etanol puro foi utilizado como branco. A curva padrédo de
acido galico seguiu o mesmo procedimento. Os resultados foram
expressos em mg de equivalente de acido galico por g de fruta fresca (mg
ac. galico/g FF). As analises foram realizadas em triplicatas.

A técnica de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), adaptada de
Rufino et al. (2007b) foi empregada para avaliar a capacidade
antioxidante dos morangos. A amostra, morango/metanol, foi misturada
com solucdo de DPPH e deixou-se reagir por 30 min. Em seguida, as
absorvéncias das amostras foram medidas a 515 nm utilizando
espectrofotdbmetro  (QUIMIS, Q898U2M5, Diadema, Séo Paulo).
Metanol puro foi utilizado como branco. A partir do mesmo
procedimento, foi realizada a curva padréo de acido galico e os resultados
foram expressos em mg de equivalente de acido galico por g de fruta
fresca (mg ac. galico/g FF). As analises foram realizadas em triplicatas.

Os compostos fenolicos totais foram determinados de acordo com
0 método de Singleton e Rossi (1965) usando reagente Folin — Ciocalteau.
Apos neutralizacdo da amostra, a mistura foi mantida no escuro por 2 h.
A leitura das absorvancias foi em espectrofotbmetro (QUIMIS,
Q898U2M5, Diadema, Sdo Paulo) a 765 nm e os resultados foram
expressos por mg de equivalente de acido galico por g de fruta fresca (mg
ac.gélico/g FF). O mesmo procedimento foi utilizado para construir curva
padrdo de acido galico. As andlises foram realizadas em triplicatas.
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Antocianinas Totais

A determinagdo do teor de antocianinas totais foi realizada por
cromatrografia liquida de alta eficiéncia equipado com detector de arranjo
de diiodos (DAD), bomba quaternéaria, desgaseificador e amostrador
automatico (Perkin Elmer série 200, Massachusetts, EUA). Os dados
foram analisados em software Chromera® Workstation. A separacdo das
antocianinas se deu por coluna Brownlee Choice C18 Perkin Elmer C18
(150 x 4,6 mm 1.D.), temperatura de 21 °C e fluxo de 1 mL/min. O volume
de injecdo foi de 20 uL e a fase mével utilizada com gradiente linear
composta por metanol (Solvente A) e solucdo aquosa de 3 % de acido
férmico (Solvente B). Um fluxo isocratico de 10 % de A (0 a 2 min)
seguido por gradiente linear até 20 % A (2 a 3 min), 41 % A (3 a 16 min),
aumentando para 70 % A (11 min). Os cromatrogramas foram
monitorados a 520 nm e 0s espectros adquiridos na faixa de 190 a 700
nm. O principal pico foi comparado com a substancia de referéncia
(pelargonidina-3- O- glucosideo). O teor de antocianinas totais foi
expresso em equivalentes de pelargonidina-3-O-glicosideo por g de fruta
fresca (mg/g de FF). As analises de antocianinas foram realizadas no
Laboratério de Farmacognosia, Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Santa Catarina.

5.2.5 Andlise Estatistica

O software Statistica 10 (Stafsoft Inc., EUA) foi utilizado para
avaliar os resultados por meio de andlise de variancia (ANOVA). As
médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
significancia.

5.3 Resultados

5.3.1 Influéncia do OEM e NOEM das coberturas comestiveis aplicadas
em morangos inoculados

Foram aplicadas todas as formulacdes de coberturas comestiveis
adicionadas de OEM e NOEM em morangos inoculados com B. cinerea
e R. stolonifer. Foi verificado visualmente que, logo apos a aplicacdo das
coberturas comestiveis em concentragdes acima de 0,25 % de 6leo de
menta nas formulagbes, 0s morangos apresentaram escurecimento,
queima da pele, perda de brilho e amolecimento da parede celular,
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caracterizando o efeito negativo dessas formulagGes de coberturas para 0s
morangos, devido as altas concentracdes de 6leo de menta. Em pesquisa
realizada por Sangsuwan et al. (2016), os autores relataram que o uso de
esferas de quitosana contendo 6leo essencial de lavanda ou tomilho em
altas concentracdes nas embalagens de morangos promoveram a queima
da pele dos frutos a partir do 8 dia de armazenamento. A partir desses
resultados, morangos foram recobertos com as coberturas comestiveis Ag
(sem OEM), A1 (0,06 % OEM), A2 (0,13 % OEM), N1 (0,06 % OEM), N
(0,13 % OEM).

Desenvolvimento Flngico Visual

Na Figura 5.2 estdo representados o desenvolvimento flngico nos
morangos inoculados sem cobertura, morangos com cobertura comestivel
sem 6leo, com cobertura adicionada de OEM e com cobertura adicionada
de NOEM durante armazenamento a 15 °C e 95 % UR, expresso como
porcentagem de frutos visivelmente contaminados.

As coberturas comestiveis contendo OEM e NOEM na
formulacdo (A1, Az, N1 e Np) reduziram significativamente (p < 0,05) o
desenvolvimento dos fungos inoculados em morangos, comparados aos
morangos controle e os recobertos sem dleo (Ao), durante 4 dias de
armazenamento. Ndo foram encontradas diferencas significativas (p >
0,05) no desenvolvimentos dos fungos entre 0s morangos com coberturas
contendo OEM e NOEM. Apesar da avaliacdo in vitro das coberturas
contendo menores concentragdes de 6leo de menta ndo terem apresentado
capacidade antifungica para B. cinerea e R. stolonifer, o presente estudo
mostrou que quando incorporados na cobertura, apresentou reducéo do
desenvolvimento dos fungos nos morangos. As interagdes entre 0s
componentes das coberturas e a superficie da fruta levou a um
comportamento oposto com relacéo aos resultados observados no estudo
in vitro, capitulo 3 e 4. Uma explicacdo provavel, é que o 6leo de menta
tenha volatilizado dos filmes durante o processo de secagem, uma vez que
tanto o 6leo puro e adicionado nas coberturas revestindo os morangos
houve inibicdo do desenvolvimento dos fungos estudados no presente
trabalho.

Resultados semelhantes foram relatados por Perdones et al.
(2012) e Vu et al. (2011), para o desenvolvimento fungico em morangos
inoculados com B. cinerea ou R. stolonifer e aplicados de revestimentos
de quitosana com Gleos essenciais de limdo e menta. Vu et al. (2011)
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relataram que 0s Gleos essenciais de limdo puros ndo apresentaram
atividade antiflngica no teste in vitro, mas ap0s a incorporacdo nos
revestimentos e aplicados em morangos o0s resultados do
desenvolvimento fangico foram menores comparados aos morangos
controle.

Figura 5.2 — Desenvolvimento fungico de morangos inoculados sem cobertura e
com cobertura armazenados a 15 °C e 95 % UR. (—&— Controle, ~—%— A, (sem
OEM), ~® A, (0,06 %), " A, (0,13 %), ~* N, (0,06 %) e —#— N,

(0,13 %). Valores médios e intervalos de 95 % de HSD pelo teste de Tukey.
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Taxa de Respiracéo

Na Figura 5.3 observa-se que o consumo de O e producdo de
CO: dos lotes de morangos inoculados com B. cinerea ndo apresentaram
diferenca com relagdo aos morangos inoculados com R. stolonifer. No
entanto, as coberturas comestiveis Ao (sem OEM) e as adicionadas de
OEM e NOEM aplicadas nos morangos favoreceram a reducdo do
consumo de Oy e produgdo de CO, comparados aos frutos controle no
tempo de 24 h de armazenamento. N&o houve diferenca (p > 0,05) no
consumo de O e producéo de CO; entre 0s morangos com as diferentes
coberturas, indicando que o0 OEM e a NOEM ndo interferiram nesses
resultados no tempo de 24 h, e que a taxa de respiracdo nao é influenciada
pela forma como o 6leo de menta foi incorporado na solucdo, mas sim
pela cobertura, a qual apresenta baixa permeabilidade aoc O, e CO, de
acordo com a literatura (NILSUWAN, BENJAKUL e PRODPRAN,
2016).

As taxas de respiracdo foram obtidas a partir das concentragdes
de O, e CO, dos morangos, no tempo de 24 h de armazenamento a 15 °C.
O modelo utilizado para obtengéo da taxa de respiragdo dos morangos foi
validado por Torrieri, Cavella e Masi (2009) para macas frescas cortadas.

Os resultados das taxas de respira¢do quanto ao consumo de Oz e
producdo de CO; dos diferentes tratamentos com morangos inoculados
por B. cinerea e R. stolonifer estdo representados através da Figura 5.4. A
taxa de respiracdo foi mais baixa para os frutos com cobertura. Também,
as taxas de respiracdo das amostras com coberturas sem éleo e com adicéo
de 6leo ndo diferiram (p > 0,05) entre si, 0 que indica que coberturas a
base de gelatina podem reduzir as trocas gasosas da superficie do
morango com o meio ambiente, e que o dleo de menta nas concentragdes
utilizadas nessas formula¢fes ndo afetaram o padrdo respiratério dos
frutos.

A redugdo na taxa do consumo de O; e producdo de CO. de
morangos com coberturas comestiveis de quitosana com 6leo essencial de
limao, também, foi relatada por Perdones et al. (2012) e (2016).

Shahbazi (2018) avaliando o efeito de coberturas comestiveis a
base de carboximetilcelulose e quitosana adicionadas de 6leo essencial de
Mentha spicata em morangos, verificou que a taxa de producéo de CO;
dos morangos foi reduzida pelo uso das coberturas comestiveis
comparados com morangos controle, armazenados a 4 °C.
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Figura 5.3 — Evolucéo da concentracéo de O, e CO, de morangos inoculados sem
cobertura e com coberturas, durante 24 h de armazenamento a 15 °C. (—#—
Controle, %= A, (sem OEM), —* A; (0,06 %), A (0,13 %), —*

N1 (0,06 %) e —™ N, (0,13 %). Valores médios e intervalos de 95 % de HSD
pelo teste de Tukey.
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Figura 5.4 — Taxa do consumo de O, e produgéo de CO, de morangos inoculados
sem cobertura e com coberturas, no tempo de 24 h de armazenamento a 15 °C.
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*Letras mindsculas iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que
as amostras ndo diferem significativamente com base no teste de Tukey (p >
0,05).
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Producéo de Etileno

Por ser um fruto ndo climatérico, 0 morango possui baixa
producdo de etileno apds colheita, e alguns estudos relataram que a
exposicdo do fruto ao etileno reduz ainda mais sua vida atil (ZHU e
ZHOU, 2007).

O presente estudo mostrou que a producdo de etileno aumentou
para todos os frutos dos diferentes tratamentos durante as 24 h analisadas
(Figura 5.5). No entanto, houve reducdo da producédo de etileno para os
frutos com coberturas comparados ao controle, concordando com 0s
resultados da taxa de respiracdo. N&o houve diferenca significativa (p >
0,05) entre 0os morangos com cobertura sem 6leo e os adicionados de
OEM e da NOEM, tanto para o grupo inoculado com B. cinerea como
para R. stolonifer. Assim, o0 uso de coberturas comestiveis a base de
gelatina adicionadas de OEM e NOEM, além de reduzir o
desenvolvimento fangico, mostraram ser eficientes para a reducdo da
producdo de etileno e taxa respiratéria de morangos armazenados a 15 °C.
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Figura 5.5 — Produgdo de etileno de morangos inoculados sem cobertura e com
coberturas, durante 24 h de armazenamento a 15 °C. (—#— Controle, —*— A,
(sem OEM), ~* A, (0,06 %), ~ "~ A,(0,13%), —*~ N; (0,06 %) e —¥—
N (0,13 %). Valores médios e intervalos de 95 % de HSD pelo teste de Tukey.

0,006 -

B. cinerea

0,003

0.004

0,003

0.002

0.001

Produgao de Etileno (uL/Kg FF)

Tempo (horas)
0,006 -
R. stolonifer
0,005
0,004
0,003

0.002

0,001

Producio de Etileno (WL/Kg FF)

0,000 . . . . . . . .
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tempo (horas)

Fonte: Autor.



140

Firmeza

Conforme descrito anteriormente, nessa etapa a firmeza dos
morangos foi determinada através do teste de perfuracdo. Houve reducédo
da firmeza dos morangos inoculados sem e com coberturas comestiveis
ao longo do armazenamento a 15 °C e 95 % UR, de acordo com Figura
5.6.

No dia zero, os valores variaram de 1,13 a 1,09 N, para todos os
frutos sem e com coberturas, indicando que as coberturas recém aplicadas
ndo influenciaram na firmeza dos morangos, tanto para os frutos
inoculados com B. cinerea como para os inoculados com R. stolonifer.
Apos 2 dias de armazenamento, ocorreu reducao significativa (p < 0,05)
da forca de perfuragdo dos morangos controle e com cobertura comestivel
sem 0leo (Ao), quando comparados aos frutos revestidos das coberturas
contendo dleo essencial, variando de 1,05 a 0,86 N, para os dois grupos
de morangos inoculados.

No 4 ° dia de armazenamento ndo foi possivel avaliar a firmeza
dos morangos controle e 0s com cobertura comestivel sem éleo, tanto para
0 grupo inoculado com B. cinerea como para o grupo inoculado com R.
stolonifer, pois os frutos desses grupos apresentavam mais de 50 % de
desenvolvimento fingico. Os morangos aplicados das coberturas com
OEM e com NOEM, a forca de perfuracdo dos grupos variaram de 0,98 a
0,87 N. No entanto, as coberturas comestiveis adicionadas da maior
concentracdo de 6leo de menta (A2 e N) aplicadas nos morangos
causaram maior reducdo (p < 0,05) nos valores da forca de perfuracéo
qguando comparadas as coberturas de menor concentracdo (A1 e Ni),
indicando que a concentracdo de 0,13 % de 6leo de menta pode ter
prejudicado a estrutura da parede celular dos morangos, causando
amolecimento do fruto ao final do 4 ° dias de armazenamento.

A perda da firmeza dos morangos podem ser atribuidas as
mudancas que ocorrem na estrutura dos tecidos celulares do fruto durante
seu amadurecimento e senescéncia, que podem estar relacionadas a perda
de agua e ao desenvolvimento flingico (CHIRALT etal., 2001). Logo, um
efeito benéfico foi observado quanto ao uso de coberturas comestiveis a
base de gelatina adicionadas de OEM e de NOEM contendo 0,06 % de
6leo de menta na formulagdo, tanto para a firmeza, quanto para o
desenvolvimento fungico e a taxa de respiragdo dos morangos
armazenados a 15 °C.
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Resultados semelhantes foram observados por Ventura-Aguilar
et al. (2018) utilizando coberturas comestiveis a base de quitosana
adicionadas de 6leo essencial de canela e extrato de flor de hibisco
aplicadas em morangos inoculados. Os autores relataram que 0sS
morangos com as coberturas comestiveis adicionadas de 6leo e do extrato
foram mais firmes com relacdo aos morangos do grupo controle,
armazenados & 20 °C.

Perdones et al. (2012) relataram que o 6leo essencial de liméo
adicionado nas coberturas comestiveis de quitosana ndo promoveu
nenhum beneficio com relacéo a firmeza dos morangos armazenados a 4
o

C.
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Figura 5.6 — Forga de perfuragdo de morangos inoculados sem cobertura e com
coberturas armazenados a 15 °C e 95 % UR. (—&— Controle, ~—#*— A, (sem

OEM), ~* A; (0,06 %), ~ " A, (0,13 %), —* N, (0,06 %) e ~¥~N,
(0,13 %). Valores médios e intervalos de 95 % de HSD pelo teste de Tukey.
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5.3.2 Revestimento de morangos sanitizados por luz UV-C

Os resultados da etapa anterior, para coberturas comestiveis a
base de gelatina contendo OEM e NOEM aplicadas em morangos
inoculados com B. cinerea e R. stolonifer, armazenados a 15 °C e 95 %
UR, mostraram que acima de 0,25 % de 6leo de menta nas formulagdes
de coberturas comestiveis provocaram a queima do tecido dos morangos,
escurecimento e amolecimento dos frutos. O estudo também mostrou que
nas concentragdes de 0,06 % e 0,13 % de 6leo de menta nas formulagdes
das coberturas de gelatina apresentaram efeitos positivos quanto a
reducdo do desenvolvimento dos fungos, e reducdo da taxa de respiracéo
e menor producédo de etileno dos morangos. Porém 0,13 % de 6leo nas
coberturas, tanto com OEM quanto com NOEM, reduziram a firmeza dos
morangos quando comparados aos frutos com coberturas comestiveis
com concentragdes de 0,06 % de dleo na formulagéo.

Com base nos resultados avaliados na primeira etapa deste
capitulo e também através dos resultados obtidos nos capitulos 3 e 4, a
formulacdo da cobertura escolhida para o estudo da vida atil de morangos
foi a A1 com 0,06 % de OEM. Essa formulagdo néo apresentou diferengas
significativas com relacdo a formulagcdo Ni (0,06 %) nas etapas de
caracterizacdo dos filmes nos capitulos 3 e 4, e com isso sua escolha
baseou-se por utilizar técnica de baixo custo de producéo, por reduzir o
desenvolvimento flngico dos morangos, reduzir a taxa de respiragéo e
menor producdo de etileno do fruto, além de ser mais compativel com a
superficie dos morangos, mantendo melhor sua firmeza até 4 dias de
armazenamento & 15 °C e 95 % UR.

Nesta etapa foi avaliada a qualidade fisico-quimica de morangos
higienizados com luz UV-C e aplicados de cobertura comestivel & base
de gelatina sem 6leo e com 0,06 % de OEM, armazenados a 6 °C e 95 %
UR.

Desenvolvimento Flngico Visual

Na Figura 5.7 estdo mostrados os resultados do desenvolvimento
fangico dos morangos sem e com coberturas comestiveis em que o tempo
de armazenamento dos frutos foi afetado pelos tratamentos. Os frutos
controle (sem aplicacdo de UV-C e sem cobertura) estavam aptos para o
consumo de 4 dias, 6 dias para morangos do grupo UVC (com aplicacdo
de UV-C e sem cobertura), 6 dias para os morangos do grupo Ao (com
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aplicacdo de UV-C e cobertura sem OEM) e de 8 dias para o grupo A
(com aplicacéo de UV-C e com cobertura com 0,06 % de OEM).

O desenvolvimento flngico dos morangos com cobertura Az, foi
significativamente menor (p < 0,05) quando comparado com 0s morangos
controle, UVC e Ao, durante o armazenamento a 6 °C. O desenvolvimento
fangico foi maior para 0s morangos controle, variando de 3 a 18 %. Os
morangos higienizados com UVC apresentaram de 8 a 17 % de
desenvolvimento flngico, 0s morangos com cobertura comestivel Ao, de
5 a 15 % da presenca de fungos, e 0s morangos com cobertura comestivel
A variaram de 3 a 10 % da presenca de fungos.

A eficacia antifungica do OEM foi comprovada nesse trabalho
através da inibicdo do desenvolvimento dos fungos de B. cinerea e R.
stolonifer. A sanitizacdo dos frutos com luz UV-C ndo alterou o resultado,
uma vez que os frutos sanitizado e sem a presenca do 6leo foi menos
eficaz.

Resultados semelhantes foram relatados para morangos
revestidos com quitosana adicionada de dleo essencial de limdo, em que
0 desenvolvimento dos fungos em morangos foi menor pelo uso do
revestimento quando comparados aos frutos com revestimento sem éleo
e com os frutos controle (PERDONES et al., 2012).
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Figura 5.7 — Desenvolvimento fungico de morangos sem e com cobertura a base
de gelatina e OEM, armazenados a 6 °C e 95 % UR. (—#— Controle, —*— UVC
(sem cobertura), *= Ao (sem OEM), ~* A; (0,06 % OEM)). Valores

médios e intervalos de 95 % de HSD pelo teste de Tukey.
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Desenvolvimento Fungico Visual (%)
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Fonte: Autor.

Perda de Massa

A perda de massa serve como indicador do frescor da fruta que
ocorre pela perda de agua devido a transpiracdo e perda de reservas de
carbono como resultado da respiragdo (HAJJI et al., 2018). As perdas de
massas (%) dos grupos dos morangos sem cobertura e com coberturas
comestiveis estdo representadas através na Figura 5.8. A perda de massa
dos morangos aumentou significativamente (p < 0,05) para todos os
tratamentos durante o armazenamento a 6 °C e 95 % UR, mas para as
amostras Ag, foi significativamente (p < 0,05) menor do que para os frutos
dos tratamentos controle, UVC e Ao. Os valores altos da perda de massa
dos morangos controle, UVC e Ag na fase final do armazenamento, pode
ser explicado pelo aumento do desenvolvimento flngico e atividade
metabdlica, como relatado anteriormente, levando a degradacdo mais
rapida desses frutos.

Foi observado efeito benéfico do uso de cobertura comestivel
com OEM para evitar a perda de massa dos morangos (maxim de 2,5 %),
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indicando que esse revestimento agiu como barreira semipermeéavel
contra a perda de agua do fruto para o meio externo (OREGEL-
ZAMUDIO et al. 2017). O OEM aumentou a hidrofobicidade da
cobertura comestivel de gelatina através dos resultados de angulo de
contato da 4gua e da PVVA dos filmes, como relatado no capitulo 3. Assim,
pode-se explicar a tendéncia na reducdo da perda de massa dos morangos
com cobertura comestivel com 6leo de menta A; ao longo do
armazenamento quando comparado aos outros tratamentos.

Efeitos positivos na reducdo da perda de massa de morangos
aplicados de revestimentos comestiveis adicionados de diferentes 6leos
essenciais também foram relatados por Shahbazi (2018), Dong e Wang
(2017), Sangsuwan et al. (2016) e Paretto et al. (2014).

Figura 5.8 — Perda de massa de morangos sem e com cobertura a base de gelatina
e OEM, armazenados & 6 °C e 95 % UR. (—&— Controle, —#*— UVC (sem

cobertura), Ao (sem OEM), ~® A, (0,06 % OEM). Valores médios e
intervalos de 95 % de HSD pelo teste de Tukey.
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Fonte: Autor.

Cor

A cor das frutas deve ter o padrdo percebido pelo consumidor
como referéncia para aquele produto. A quantificacdo da cor dos
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morangos sem e com coberturas comestiveis a base de gelatina em fungéo
do tempo de armazenamento estdo apresentadas através da Tabela 5.1. A
coordenada L*, que mostra o brilho dos morangos, diminuiu com o tempo
de armazenamento sem e com coberturas comestiveis. Porém, os
morangos com cobertura sem e com 0Oleo (Ao e A1) preservaram o brilho
dos frutos quando comparado aos resultados padronizados no 1 ° dia sem
e com cobertura. Esse resultado esté relacionado com a perda de umidade
da superficie das amostras com consequente escurecimento. Os resultados
de transparéncia e opacidade dessa formulacdo de filme com 0,06 % de
OEM, avaliada no capitulo 3, ndo interferiram no parametro luminosidade
dos morangos apds serem aplicados dessa cobertura comestivel.

Os valores que representam a cor vermelha reduziram ao longo
do tempo analisado, conforme mostra o parametro a*, dos morangos
controle, UVC e Ao. Ja 0s morangos aplicados da cobertura comestivel
com OEM (A1) ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) com
0 tempo de armazenamento, a cor vermelha foi mantida até o 8° dia.
Resultados semelhantes foram mostrados por Duran et al. (2016) em que
a cor dos morangos com coberturas a base de quitosana, nisina e extrato
de semente de uva nédo diferiram com relagdo a cor dos morangos controle
armazenados a 4 °C.

Os valores de b*, que mostra a tendéncia a cor amarela, também
diminuiram com o tempo de armazenamento de todas as amostras, sendo
mais pronunciada para os frutos controle e UVC, e isso pode ser atribuido
a perda de pigmentos amarelos causados pelo amadurecimento dos
morangos (SHIN et al., 2012). As amostras com coberturas Ao € A1 ndo
apresentaram diferenca significativa do parametro b* ao longo do
armazenamento e em rela¢do ao controle, no dia 1 °.

Os resultados de L*, a* e b* sugerem que as coberturas
comestiveis sem 6leo e com OEM (A1) mantiveram a cor padrdo dos
morangos em relacdo ao padronizado no 1° dia de armazenamento.
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Firmeza

A firmeza é um parametro de qualidade muito importante para
frutos porque indica mudangas na estrutura do tecido celular, fazendo
com que a forca da parede celular do fruto se tornem enfraquecidas
(VELICKOVA et al., 2013; TOIVONEN e BRUMMELL, 2008). A
firmeza dos morangos sem e com coberturas (Figura 5.9) foram
determinadas através dos testes de perfuracdo e de compressdo
(SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011). No tempo zero, a firmeza dos
morangos dos diferentes tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05) entre si para ambas as analises (forca de
perfuracdo e forca de compressdo). Ao longo do armazenamento os frutos
apresentaram reducdo da forca de perfuracdo e de compressdo, sendo
mais pronunciadas para os morangos do grupo controle e UVC. Essas
alteragdes podem ser atribuidas & maior perda de massa e
desenvolvimento dos fungos, acelerando a senescéncia dos frutos sem
cobertura comestivel. A firmeza dos morangos com cobertura comestivel
Ao e A1 ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre si com
os dias de armazenamento, indicando que 0 OEM na cobertura comestivel
na concentracdo utilizada ndo interferiu na reducdo da firmeza dos
morangos. A firmeza dos morangos foi menos afetada para os frutos que
apresentaram menor desenvolvimento fungico e menor perda de massa,
como podem ser observadas através das Figuras 5.7 e 5.8.

Resultados contrarios foram relatados por Duran et al. (2016),
Perdones et al. (2012) em que a firmeza dos morangos aplicados das
diferentes coberturas comestiveis ndo apresentaram diferenca com
relacdo aos frutos controle.
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Figura 5.9 — Firmeza de morangos sem e com cobertura a base de gelatina e OEM,
armazenados a 6 °C e 95 % UR. (—=— Controle, ~—*— UVC (sem cobertura),

= A (sem OEM), ~*~ A, (0,06 % OEM). Valores médios e intervalos de
95 % de HSD pelo teste de Tukey.

0.4 1

Forca de Perfuragio (N)

0.2 1

0,0

0 2 s 6 s
Tempo de Armazenamento (dias)
20.0
180 F
16,0
140 k
12.0
10.0
8.0
6.0
40

For¢a de Compressdo (N)

2,0

0,0 : : : :
0 2 4 6 8

Tempo de Armazenamento (dias)

Fonte: Autor.
Taxa de Respiragéo

O consumo de O e producdo de CO, dos morangos aumentaram
durante seu armazenamento, relacionando isso as condi¢des de estresse
no pos-colheita, como a falta de nutrientes, perda de agua e
desenvolvimento de fungos (PERDONES et al.,, 2012; VENTURA-
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AGUILAR et al., 2018; ARAQUE et al., 2018). Na Figura 5.10 estdo
representados as concentracdes de O, e CO» dos morangos dos diferentes
tratamentos e a Figura 5.11 representa as taxas de respiracdo, obtida pelas
equacOes 4 e 5, a partir dos dados da concentragdo de Oz e CO2. A
temperatura de armazenamento de 6 °C contribuiu para a reducdo do
metabolismo dos frutos, sendo um dos fatores fundamentais para a
reducdo das concentracdes de O, e CO; e da taxa de respiracdo dos
morangos dos diferentes tratamentos. Além disso, foi observado que nas
Gltimas horas de armazenamento dos morangos a concentracdo de O
diminuiu significativamente (p <0,05) e a concentracdo de CO, aumentou
para todos os tratamentos. Entretanto, os morangos sem cobertura
comestivel (controle e UVC) apresentaram concentragdes menores (p <
0,05) de O2 com relagdo aos morangos com cobertura comestivel a base
de gelatina e OEM (Ao e A1) no tempo de 96 h de armazenamento. Essa
mesma relagdo foi observada para os niveis de CO», onde os frutos sem
revestimentos apresentaram as maiores concentragbes (p < 0,05)
comparados aos morangos revestidos para 0 mesmo tempo de 96 h. Isso
mostrou que as coberturas comestiveis a base de gelatina controlaram as
trocas dos gases (O, e COy) entre 0s morangos e 0 ambiente, e ndo
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre as amostras
contendo revestimentos sem dleo e com OEM (A e Ay).

No tempo de 96 h estabelecido para determinacdo das taxas do
consumo de Oz e produgdo de CO, dos morangos (Figura 5.10), pela
ANOVA observa-se que as coberturas comestiveis Ag (sem OEM) e Ay
(0,06 % OEM) afetaram diretamente (p < 0,05) as taxas de respiragdo dos
morangos quando comparadas com as taxas de respiragdo das amostras
controle e UVC, estando de acordo com os resultados obtidos para as
concentrages dos gases. Algumas pesquisas apontaram que o uso de
Oleos essenciais em revestimentos promoveram 0 aumento da taxa de
respiracdo dos morangos (PERDONES et al., 2012; SANGSUWAN et
al., 2016; VENTURA-AGUILAR et al., 2018). Esses autores explicaram
gue os Oleos essenciais nas coberturas comestiveis podem afetar o
metabolismo dos morangos e modificar, dessa forma, seu comportamento
respiratorio, o que néo foi observado no presente estudo.

Os resultados obtidos mostraram que coberturas comestiveis a
base de gelatina podem reduzir a respiracdo de morangos e que o0 OEM
na concentracdo de 0,06 % nao afetou o metabolismo dos frutos. Além
disso, sabe-se que o0 armazenamento a baixas temperaturas, higienizacéo
por luz UV-C e aplicacdo de coberturas comestiveis sdo tecnologias que
podem retardar o desenvolvimento flngico, e com isso diminuir o
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processo de respiragdo de morangos estendendo seu tempo de vida Util
(VELICKOVA et al., 2013; COTE et al., 2013; VALENZUELA et al.,
2015).

Figura 5.10 — Evolugédo da concentracdo de O, e CO, de morangos sem e com
cobertura a base de gelatina e OEM, durante 96 h de armazenamento a 6 °C e 95

% UR. (—=— Controle, ~—®*— UVC (sem cobertura), * Ao (sem OEM),

*~ A1 (0,06 % OEM)). Valores médios e intervalos de 95 % de HSD pelo teste
de Tukey.
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Figura 5.11 — Taxa do consumo de O, e produgdo de CO, de morangos sem e
com cobertura a base de gelatina e OEM, no tempo de 96 h de armazenamento a
6°Ce95% UR.
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Fonte: Autor.

*Letras mindsculas iguais nas colunas para 0 mesmo parametro significam que
as amostras ndo diferem significativamente com base no teste de Tukey (p >
0,05).

pH e Sélidos Soluveis Totais (SST)

Os valores de pH e SST dos morangos sem cobertura e com
coberturas estdo apresentados através da Tabela 5.2. Assim como a taxa
de respiracdo e firmeza, esses parametros estdo relacionados com a
senescéncia dos frutos (Duran et al., 2016). Foi observado redugéo
significativa (p < 0,05) nos valores do pH dos morangos sem e com
coberturas comestiveis com os dias de armazenamento a 6 °C, sendo
menor reducdo do pH dos morangos com cobertura comestivel com OEM
(A1). Os resultados do pH estéo de acordo com o aumento nos valores dos
acidos organicos dos morangos dos diferentes tratamentos com o tempo
de armazenamento a 6 °C (Tabela 5.4). De acordo com Famiani et al.
2015, os é&cidos orgénicos presentes em frutos maduros favorecem
consideravelmente para seu sabor, sendo que cada cultivar tem seu
mecanismos préprio e podem usar diferentes vias metabdlicas que
determinam essas mudangas, como o aumento dos 4cidos organicos ter
relacdo na diminui¢do do pH dos morangos dos diferentes tratamentos no
presente estudo. Velickova et al. (2013) e Oregel-Zamudio et al. (2017)
estudando morangos com coberturas comestiveis a base de quitosana e
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cera de candelia, respectivamente, relataram a diminui¢do nos valores de
pH dos frutos com o tempo de armazenamento a temperatura ambiente.

Os SST dos morangos de todos os tratamentos apresentaram
reducdes significativas (p < 0,05) com o tempo de armazenamento
(Tabela 5.2). Os morangos com cobertura comestivel contendo OEM (A1)
apresentaram menores (p < 0,05) variacBes nos valores de SST, a partir
do 2 ° dia de armazenamento, quando comparados aos frutos controle,
UVC e Ay, indicando que a hidrolise da sacarose para manter a atividade
fisiolégica foi mais rapida para essas amostras do que para 0s morangos
com cobertura comestivel A; (ADAY e CANER, 2013). Além disso, a
menor percentagem de desenvolvimento fungico pode inibir o fungo de
consumir mais agucares do fruto (VELICKOVA et al., 2013).

Alguns autores relataram que os 6leos essenciais quando
adicionados em coberturas comestiveis podem interagir com a membrana
celular do morango e afetar sua via metabolica, causando a senescéncia
(SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011). No presente estudo 0 OEM
utilizado na concentracdo de 0,06 % ndo afetou as propriedades
metabodlicas dos morangos como pode ser observado através da taxa de
respiracdo para as amostras contendo cobertura Aj.
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Acucares e Acidos Organicos

Tanto os aglicares como 0s acidos organicos sdo compostos que
contribuem para a qualidade sensorial de diversas frutas, principalmente
no sabor de morangos. Na Tabela 5.3 estdo apresentados os resultados da
quantificacdo dos agUcares simples e dos acidos organicos dos morangos
dos diferentes tratamentos. Com relagéo aos agUcares, a glicose e a frutose
foram predominantes, e a sacarose foi o aglUcar presente em menor
propor¢do. Todos os aglcares mostraram reducao significativa (p < 0,05)
com o tempo de armazenamento dos morangos sem e com coberturas. Os
frutos com cobertura comestivel contendo OEM (A1) houve menor
reducdo (p < 0,05) no teor de todos os agUcares quando comparados com
os frutos dos demais tratamentos. Esses resultados concordam com o teor
de SST apresentados anteriormente. A menor perda de massa pode
influenciar no aumento da concentracdo de acUcares e a menor
porcentagem no desenvolvimento flngico podem inibir maior consumo
dos acucares pelos fungos, relacdo observada na presente pesquisa.

O écido citrico é considerado o principal acido organico que se
concentra em morangos maduros, e seu acumulo pode estar relacionado
com o tipo da cultivar e suas diferentes vias metabdlicas. Durante a maior
parte do desenvolvimento e amadurecimento de diferentes frutos o teor
dos &cidos organicos costuma aumentar nas polpas dos frutos (FAMIANI
et al., 2015). Nesse estudo, observou-se que o teor dos acidos citrico e
malico aumentaram com os dias de armazenamento dos morangos sem e
com coberturas comestiveis, corroborando com a reducao nos valores do
pH para as amostras de morangos dos diferentes tratamentos (Tabela 5.2).
O uso da cobertura comestivel com OEM (A1) em morangos mostrou ser
0 tratamento com menores variacdes (p < 0,05) nos teores dos acidos
citrico e malico, a partir do 4 ° e 6 ° dias de armazenamento,
respectivamente, quando comparado com os frutos controle, UVC e com
cobertura sem éleo (Ao), corroborando com os resultados de perda de
massa, desenvolvimento fungico, taxa de respira¢do, pH e SST.

Resultados semelhantes foram relatados por Caleb et al. (2016)
com relagdo aos agucares de morangos mergulhados em &gua quente, e
resultados opostos foram observados por Khalifa et al. (2016) com
relacdo aos acidos organicos (acido ascorbico) em que os valores
reduziram com o tempo de armazenamento a 4 °C de morangos sem e
com cobertura comestivel & base de quitosana.
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Capacidade Antioxidante e Compostos Fendlicos Totais

A capacidade antioxidante e os compostos fendlicos totais foram
avaliados como indicativos das propriedades funcionais dos morangos
(VENTURA-AGUILAR et al., 2018) e os resultados estdo apresentados
através da Tabela 5.4.

A capacidade antioxidante dos morangos controle diminuiu (p <
0,05) com o tempo de armazenamento a 6 °C. Para as amostras dos
tratamentos UVC, Ao e A; a capacidade antioxidante, tanto pela técnica
de captura do radical ABTS como DPPH, ndo apresentou variacdo
significativa (p > 0,05) com os dias de armazenamento. Os morangos dos
diferentes tratamentos, também ndo apresentaram diferencas
significativas (p > 0,05) entre si. Ventura-Aguilar et al. (2018)
observaram a reducdo da capacidade antioxidante de morangos controle
e com coberturas comestiveis a base de quitosana e 6leo essencial de
canela e extrato aquoso de Roselle com o tempo de armazenamento a5 e
20 °C. Eles explicaram que essa reducéo da capacidade antioxidante pode
estar associada ao processo de senescéncia dos frutos, mas que o uso das
coberturas comestiveis foram capazes de manter a qualidade dos frutos
por apresentarem maiores valores de capacidade antioxidante quando
comparados aos frutos controle. No presente estudo, foi observado o
mesmo comportamento, em que 0s morangos com cobertura comestivel
A1 apresentaram valores da capacidade antioxidante maiores ao final do
armazenamento comparado as amostras controle, UVC e Ao.

Foi observado redugdo significativa (p < 0,05) do contetdo dos
compostos fendlicos totais com o tempo de armazenamento dos morangos
controle. Os frutos tratados com UVC e com coberturas Ao e A ndo
apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) do teor de compostos
fendlicos durante o armazenamento. No 4° dia de armazenamento foi
possivel observar diferenca (p < 0,05) nos valores dos compostos
fendlicos totais dos morangos com cobertura comestivel (Aq € A1) com
relacdo aos morangos controle, indicando que coberturas comestiveis a
base de gelatina podem formar uma barreira protetora na superficie da
fruta, reduzindo o suprimento de O e evitando a oxidagao enzimatica de
compostos fendlicos. Resultados semelhantes aos obtidos por Wang e
Gao (2013).

Outros estudos foram encontrados sobre o efeito de coberturas
comestiveis na capacidade antioxidante e compostos fendlicos totais de
morangos (DONG e WANG (2017); KHALIFA et al., 2016; PARETTO



160

etal., 2014; WANG e GAO, 2013; GOL, PATEL e RAO, 2013). Portanto
0 uso de coberturas comestiveis a base de gelatina com OEM, ndo s6 pode
aumentar a vida util de morangos, como pode ser considerada uma
tecnologia adequada para preservar a capacidade antioxidante e
compostos fenolicos totais de morangos armazenados a 6 °C.
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Antocianinas Totais

As concentragdes de antocianinas totais nos morangos sem e com
cobertura comestivel estdo apresentadas na Tabela 5.5. Os niveis de
antocianinas nos morangos sem e com cobertura (variando de 0,04 a 0,03
mg/g fruta fresca) foram abaixo dos valores encontrados na literatura
(DONG e WANG, 2017; KALIFA et al., 2016), e ndo apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05) entre si e nem diferenca entre os dias de
armazenamento a 6 °C. Gol et al. (2013) relataram que 0s morangos
escurecem durante 0 armazenamento, pois ocorre a sintese de
antocianinas da célula ap6s a decomposicéo do fruto. Através da anélise
de cor, foi observado o escurecimento dos morangos dos diferentes
tratamentos com relacdo a luminosidade, porém quanto ao parametro a*
(relativo a cor vermelha) os frutos com cobertura Az (0,06 % OEM) nédo
apresentaram aumento da cor vermelha com os dias de armazenamento,
indicando, através desses resultados, que apds a colheita dos morangos
ndo houve mais biossintese de antocianinas para essas amostras.
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5.4 Concluséo

Concentracdes acima de 0,25 % de Oleo de menta nas
formulagdes de coberturas comestiveis a base de gelatina provocaram a
gueima e amolecimento da superficies dos morangos. Enquanto que, as
coberturas com menores concentragfes de OEM e NOEM foram eficazes
na reducdo do desenvolvimento dos fungos (B. cinerea e R. stolonifer),
na taxa de respiracdo e producdo de etileno dos morangos inoculados e
armazenados a 15 °C e 95 % UR. Como ndo houve diferenca nos
parametros fisico-quimicos e halo de inibicdo para os fungos estudados
entre a incorporagdo do 6leo na forma original ou como uma emulséo,
utilizou-se a cobertura comestivel contendo 0,06 % de OEM (A;) para o
armazenamento dos morangos a 6 °C e 95 % de UR. Nessas condicfes
houve redugdo significativa do desenvolvimento fungico, diminuiu a
perda de agua, diminuiu a taxa de respiracdo e manteve a cor e firmeza
dos frutos. Além disso, mostrou melhores parametros de qualidade dos
morangos, como pH, SST, acUcares, acidos organicos, capacidade
antioxidante e compostos fendlicos com o tempo de armazenamento.
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CAPITULO 6. CONCLUSOES FINAIS GERAL

o Asdiferentes concentragcdes de OEM incorporadas nas solucGes
de coberturas comestiveis a base de gelatina usando agitacéo
com ultraturrax melhoraram as propriedades dos filmes até a
concentracao de 0,25 % de 6leo, quanto a barreira ao vapor de
agua, propriedades mecanicas e distribuicdo do 6leo na matriz
de gelatina. E a capacidade antifingica contra o
desenvolvimento de B. cinerea e R. stolonifer foi observada
apenas para a formulagéo (As 0,50 %) de maior concentragéo de
6leo de menta no filme.

e A técnica de nanoemulsdo de 6leo essencial de menta por
sonicagao mostrou-se eficaz na reducéo do tamanho de particula
e estabilidade da nanoemulsdo com 50 % de 6leo.

e O dleo na forma de nanoemulsdo (NOEM) incorporada em
diferentes concentracdes nas soluc@es de coberturas comestiveis
de gelatina melhorou a distribuicdo das goticulas de 6leo em
toda a matriz de gelatina dos filmes para todas as formulagtes
filmogénicas, proporcionando filmes menos permeaveis ao
vapor de agua, mais homogéneos, mais elasticos e menos
rigidos.

e A incorporacdo de NOEM na cobertura comestivel aumentou a
capacidade antifungica dos filmes a partir da concentracéo de
0,25 % de 6leo nas formulacdes, indicando a potencialidade
dessa técnica para inibicdo do crescimento dos fungos
estudados.

e A atividade antiflngica e qualidade fisico-quimica de morangos
inoculados com B. cinerea e R. stolonifer, apos aplicagdo das
diferentes coberturas comestiveis adicionadas de OEM e
NOEM, mostrou que as formulagdes com concentra¢bes acima
de 0,25 % de 6leo de menta afetaram negativamente a superficie
dos frutos, causando a queima da pele e amolecimento dos
morangos.
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A aplicacdo de coberturas comestiveis de gelatina com 0,06 %
de OEM e NOEM em morangos inoculados com B. cinerea e R.
stolonifer apresentou melhores resultados quanto a firmeza dos
frutos, reducdo no desenvolvimento flngico, na taxa de
respiracao e producéo de etileno com relagdo aos frutos controle.

A higienizacdo de morangos com luz UV-C promoveu a reducdo
do desenvolvimento fungico nos frutos com relagéo ao controle,
e pode ter aumentado a capacidade antiflngica do 6leo essencial
de menta adicionado na cobertura comestivel de gelatina (A:
0,06 % OEM) aplicada como revestimento nos morangos.

O uso de cobertura comestivel a base de gelatina com OEM
como agente antifungico é um método nao poluente e eficaz para
reduzir as perdas pos-colheita de morangos, causadas
principalmente por fungos, desidratacdo e danos mecénicos.
Essa técnica diminuiu a senescéncia dos morangos e aumentou
0 tempo de armazenamento por 8 dias a temperatura de 6 °C e
95 % de UR.

Estudos usando outras técnicas de controle fitopatogénicos
combinadas com aplicacdo de coberturas comestiveis com
agentes antimicrobianos naturais so alternativas para aumentar
o0 tempo de vida Gtil de morango.



