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RESUMO

O uso de filmes e coberturas produzidos de materiais biodegraddveis tem sido alvo de
estudos para aumentar a vida de prateleira de frutas, uma vez que além de serem
ambientalmente amigéveis, possuem a vantagem de poder incorporar aditivos em sua
composicdo, auxiliando na manuten¢do da qualidade destes produtos. O objetivo deste
trabalho foi produzir e caracterizar coberturas ativas a base de hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC) contendo nanoparticulas de prata (NPAg) para posterior aplicagio em mamao
(Carica papaya). O efeito das NPAg nas propriedades reoldgicas e fisico quimicas das
coberturas e filmes e suas propriedades antimicrobianas contra o desenvolvimento do
fungo Colletotrichum gloeosporioides em mamao cv Papaya Golden foram avaliadas.
Solugdes formadoras de filmes (SFF) contendo diferentes concentracdes de NPAg (0, 0,1,
0,25, 0,5 e 1,0 g de NPAg/100 g de HPMC) foram preparadas e caraterizadas quanto ao
pH, propriedades reoldgicas, distribuicdo do tamanho de particula e propriedades
antifiingicas frente ao crescimento de Colletotrichum gloeosporioides. As SFF foram
desidratadas, produzindo filmes nanoestruturados que foram caracterizados em relacao a
sua espessura, morfologia, composicdo quimica, permeabilidade ao vapor de dgua, angulo
de contato, cristalinidade, propriedades térmicas, mecanicas, Opticas e biodegradabilidade
A melhor concentracdo de NPAg em termos de suas propriedades fisico quimicas e
antimicrobianas foi aplicada em mamdes Golden como cobertura a fim de avaliar as
propriedades fisico quimicas dos mamodes, assim como o crescimento do fungo
Colletotrichum gloeosporioides durante 7 dias a 10°C e mais 7 dias a 20°C. Os mamoes
foram divididos em dois grupos, G1 e G2, sendo o primeiro composto por mamoes
sanitizados e o ultimo por frutos ndo sanitizados. Ambos os grupos continham frutos
Inoculados (I), Nao Inoculados (NI), Controle Inoculado e Nado Inoculado (CI e CNI),
consistindo o controle em frutos sem a aplicacdo da cobertura. Apds os 14 dias de
armazenamento, a cobertura foi removida e os frutos avaliados quanto a cor. A adicdo de
NPAg nos filmes a base de HPMC aumentou a rugosidade superficial dos filmes,
tornando estes sistemas mais hidrofébicos com a concentracdo de NPAg. Outras
propriedades como permeabilidade ao vapor de 4gua, propriedades mecanicas,
solubilidade e biodegradabilidade dos filmes ndo foram alteradas com a adi¢do das NPAg.
Na sequéncia, a cobertura de HPMC-0,25% NPAg foi escolhida como o melhor material
para prevenir o crescimento do Colletotrichum gloeosporioides no mamao, durante 14
dias de armazenamento. O contetdo de s6lidos soliveis totais e a firmeza nos mamoes
aumentou e diminuiu com o tempo de armazenamento, respectivamente. Além disso, a
firmeza de todos os mamoes dos dois grupos avaliados diminuiu. Apds a remogao das
coberturas, a alteracio na coloracdo da casca das frutas voltou a ocorrer, indicando que a
cobertura apenas atrasou, mas nao parou completamente o processo de amadurecimento
dos frutos.

Palavras-chave: Biopolimeros, embalagens ativas, propriedades antifungicas, vida pos

colheita.



ABSTRACT

The use of films and coatings produced from biodegradable materials has been the subject
of studies to increase the shelf life of fruits, since besides being environmentally friendly,
they have the advantage of being able to incorporate additives in their composition,
helping to maintain the quality of these products. The objective of this work was to
produce and characterize active coatings based on hydroxypropylmethylcellulose
(HPMC) containing silver nanoparticles (NPAg) for later application on papaya (Carica
papaya). The effect of NPAg on the rheological and physicochemical properties of
coatings and films and their antimicrobial properties against the development of the
fungus Colletotrichum gloeosporioides on papaya cv Papaya Golden were evaluated.
Film-forming solutions (SFF) containing different concentrations of NPAg (0, 0.1, 0.25,
0.5 and 1.0 g of NPAg / 100 g of HPMC) were prepared and characterized in terms of
pH, rheological properties, particle size distribution and antifungal properties against the
growth of Colletotrichum gloeosporioides. The SFF were dehydrated, producing
nanostructured films that were characterized in terms of thickness, morphology, chemical
composition, water vapor permeability, contact angle, crystallinity, thermal, mechanical,
optical properties and biodegradability. The best concentration of NPAg in terms of its
physicochemical and antimicrobial properties was applied to Golden papayas as a coating
in order to evaluate the physicochemical properties of papayas, as well as the growth of
the fungus Colletotrichum gloeosporioides for 7 days at 10 © C and another 7 days at 20
° C. Papayas were divided into two groups, G1 and G2, the first consisting of sanitized
papayas and the last of non-sanitized fruits. Both groups contained Inoculated (I), Non-
Inoculated (NI), Control Inoculated and Non-Inoculated (CI and CNI) fruits, consisting
the control in fruits without the application of coating. After 14 days of storage, the
coating was removed and the fruits were evaluated for color. The addition of NPAg in the
films based on HPMC increased the surface roughness of the films, making these systems
more hydrophobic with the concentration of NPAg. Other properties such as water vapor
permeability, mechanical properties, solubility and biodegradability of the films were not
altered with the addition of NPAg. Afterwards, the coating of HPMC-0.25% NPAg was
chosen as the best material to prevent the growth of Colletotrichum gloeosporioides in
papaya, during 14 days of storage. The content of total soluble solids and firmness in
papayas increased and decreased with the storage time, respectively. In addition, the
firmness of all papayas in the two groups assessed decreased. After the removal of the
coatings, the change in the color of the fruit peel occurred again, indicating that the
coating only delayed, but did not completely stop the ripening process of the fruits.

Keywords: Active packaging, antifungal properties, biopolymers, post-harvest life.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Estrutura quimica do hidroxipropilmetilcelulose (HPMC*). .........cccccoueenee. 27
Figura 2- Classificag@o doSs NANOMALETIAIS. .....eovveririirieriieiiniieieeieneeste e 29

Figura 3- Ilustragdo dos diferentes mecanismos de a¢c@o antimicrobiana das NPAg. .... 31

Figura 4- Elaboracdo das solu¢des formadoras de filmes (SFF). ........ccccooiiiiiiiinniennne 34
Figura 5- Filmes colocados sobre a terra (a) e seu armazenamento a temperatura ambiente
(D) ettt h et b e bt e bttt e bt e s bt e bt e et e e nbeeeabeens 41
Figura 6- Processo de separagdao do mamao em grupos: Inoculado (I), Nao Inoculado (NI),
Controle Inoculado (CI) e Controle Ndo Inoculado (CNI).........coceeevveivinneeeeieeieeniennnne, 44
Figura 7- Mamao ferido superficialmente na parte oposta ao peddnculo. ..................... 45

Figura 8- Mamdes inoculados com 10 pL de suspensdo de esporos imersos na solugdo de

HPMOC-NPAZ 0,25%. ..ottt 45
Figura 9- Distribui¢do do tamanho de particula das SFF. ..., 50
Figura 10- Curvas de fluxo ascendente (a) e descendente (b). .......ccceecveervveernieernneeennne. 51
Figura 11- Cor dos filmes de HPMC-NPAG. ......ccccoooviiiiiriiiiiiieieeieeeee e 53
Figura 12- Micrografia da superficie e se¢ao transversal dos filmes. .........cccccceeneenne 55
Figura 13- Espectro FTIR dos filmes de HPMC-NPAGg.......c.cccccoeviiiiiiniiiiieniieieeee. 58
Figura 14- Difratogramas de DRX dos filmes de HPMC-NPAGg. .........cccccerviinivnnennnne. 59
Figura 15- Termogramas referentes ao primeiro (a) e segundo (b) ciclos de aquecimento
dos filmes de HPMOC-NPAG. ..ot 60
Figura 16- Placas sem (a) e com (b) a SFF de HPMC-0,25% NPAGg.....cccccccvvvevrieeennnn 62

Figura 17- Crescimento do fungo C.gloeosporioides nos mamdes no dia 0 (a, ¢, g, i, k e

m), dia7 (e),dia 10 (b, d, f)edia 14 (h, J, 1 € 0) ceeereriieeiieeieeeeee e, 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- pH, viscosidade (p) e Indice de Polidispersidade (IPD) das SFF solugdes

formadoras de filmes com diferentes concentra¢des de nanoparticulas de prata (NPAg).

........................................................................................................................................ 49
Tabela 2- Andlise de cor para os filmes de HPMC-NPAG. ........ccocceviviiiniiiiiiiiiieene 52
Tabela 3 - Andlises de caracterizacdo dos filmes de HPMC-NPAg.......c.ccccovveennienne 54

Tabela 4- Influéncia da cobertura a base de HPMC com e sem adi¢do de NPAg na polpa
de mamao papaya CV GOIAEN. ......cc..eiiuiiiiiiiiiiiieee ettt 66
Tabela 5- Influéncia da cobertura a base de HPMC com e sem adicdo de NPAg na cor de

mMamao PaAPAYA CV GOLACN.....cc.uiiiiiiiiiiieie et e 68



EMBRAPA
FAO
NPAg
HPMC
PDA
SFF
SST
AT
FDA
CAS
DLS
MEV
FTIR
DRX
DSC

T

PVA
Ag/At

AP
ATR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Food and Agriculture Organization
Nanoparticulas de Prata
Hidroxipropilmetilcelulose

Potato Dextrose Agar

Solu¢do Formadora de Filme

Sélidos Soldveis Totais

Acidez Tituldvel

Food and Drug Administration

Chemical Abstract Service

Dynamic Light Scaterring

Microscopia Eletronica de Varredura
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
Difragdo de Raios X

Calorimetria Exploratoria Diferencial
Temperatura de transi¢cdo vitrea

Temperatura de fusdo

Tensdo de cisalhamento (Pa)

Viscosidade (Pa.s™)

Taxa de cisalhamento (s™)

Espectroscopia de Energia Dispersiva

Teor de Umidade (%)

Massa inicial (g)

Massa final (g)

Permeabilidade ao Vapor de Agua

Taxa de mudanca de massa (g/h)

Espessura da amostra (mm)

Area de permeacio (m?)

Diferenca de pressdo parcial através dos filmes (kPa)

Attenuated Total Reflectance



PM

NI
CI
CNI
UR

Solubilidade (%)

Perda de massa (%)

Modulo de Young (MPa)

Resisténcia a tracdo (MPa)
Alongamento maximo na ruptura (%)
Inoculado

Nao Inoculado

Controle Inoculado

Controle Nao Inoculado

Umidade Relativa



1.

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 17
L1, OBJETIVOS ...ttt 19
L1, ODJEtiVO ETAL ...ueviiiniiiieiiieeiieeeee ettt e 19
1.1.2. ODbjetivos €SPECTIICOS ...covuuiiriiiiiiiieiiieeeite ettt 19
REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ccostriimrriirrieriinsesiesseiseseessesieessseesesssseens 21
2.1. MAMAO ..ottt 21
2.1.1.  Caracteristicas gerais da cultura do MamoOEITO ..........ccevveeerveerrveernureennne 21
2.1.2.  Caracteristicas fisico-quimicas do Mama0 ..........cceevueeeviiernieennieernieenne 22
2.1.3.  Perdas pOs-COINEIA ......ccccueiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeee e 23
2.2. METODOS DE CONSERVACAO DE FRUTAS .......ccocovvvevereeeeeenans 24
2.2. 1. ReSITIAMENTO....coiuiiiiiiiiiiiie ettt 24
2.2.2.  TFIlmMes € CODEITULAS .....covutieriiiiiiiiieiieeeiie ettt 25
2.3.  HIDROXIPROPILMETILCELULOSE (HPMCQ)......ccociiiiiiiiiieeienee. 26
2.4. PLASTIFICANTES ...ttt 28
2.5, NANOCOMPOSITOS .....corvvmmrrirmrrireriinsessesessessesessssesssesessssesseseees 28
2.6. AGENTES ANTIMICROBIANOS .....cccoiiiiiiiiienieeeeeceeeeeee e 30
MATERIAIS E METODO .........cviriimriimreiiseisessesssessessssessssesssssssssesssssssens 33
3.1. MATERIAS-PRIMAS PARA A FORMULACAO DOS FILMES......... 33

32. PRODUCAO E  CARACTERIZACAO DAS  SOLUCOES

FILMOGENICAS........cotriirieimereissseesessesseesssssesessssessssssessssssssssssssssssssssens 33
3.2.1. Analise de pH e caracterizago re0l0ZICa........cocueervervueenieenieenieeieennenne 35
3.2.2.  Distribui¢c@o do tamanho de particula..........ccccceeeeriiriiiniciniinieieeee 35

3.3. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DOS FILMES...........ccccceuucn.... 36
B3 L COT ettt et 36

3.3.20 MOITOIOZIA .c..eeiiiiiiiieieeeeee e 37



3.3.3.  ESPESSUTA ..eeuiiiiiiiieiiieeeiieeeite ettt ettt ettt e st e st st e b s 37
334, ANGUIO A& CONLALO..........eveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 38
3.3.5. Teor de umidade e Permeabilidade ao Vapor de Agua............cc.cco........... 38
3.3.6. Permeabilidade a0 O2 € COn.....oevviriiiniiiiiiiiiiecieeeeeceee e 39
3.3.7. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 39
3.3.8.  Difragao de raioS-X .....cccceeeeuiieriiieeniieeniieesieeeeteeeereeesreeesereeseareeesasee e 40
3.3.9. Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)........cccceevvvieiriieiniieeieenne, 40
3.3.10.  Propriedades MECANICAS .......ccceeerureeririeeriieeriieenieeesiieeesereesneeeeeneeenens 40
3.3.11.  Solubilidade em dgua e desintegracdo em SOlO ..........cccevveerviveernineennne 41
3.4. TESTES DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA .......cccoooiiiiiiiieee. 42
34.1. Cultivo do Colletotrichum gloeosporioides e atividade antifungica das
NPAZ 67 VITFO € i1 VIVO oottt et eas 42
3.4.2. Atividade antifingica in vitro das SFF contendo NPAg...........c.ccocueee.e. 42
3.5. APLICACAO DAS COBERTURAS ATIVAS EM MAMAO PAPAYA
43
3.5.1. Atividade antifingica das CODErturas ..........c.ccceeeeruerveeneeeneeneersieennennn 44
3.6. INFLUENCIA DA COBERTURA NA QUALIDADE DA FRUTA....... 46
3.6. 1. FIMMEZA ....eeiiiiiiiiiiiieeee et st s 46
3.6.2.  ANALISE A€ COT .ttt sttt 47
3.6.3.  Perda de mMassa .......cc.eeeeiiiiiiiiiiiieiie e 47
3.7. ANALISES ESTATISTICAS ....cooniriirriieriiereinereeressiesseesessessennee 48
RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccniuiriririiierireieneiesenesisieseeesseseseenens 49
4.1. CARATERIZACAO DAS SOLUCOES FORMADORAS DE FILMES
(SFF) 49
4.2. CARATERIZACAO DOS FILMES NANOESTRUTURADOS............. 52
421, ANALISE A€ COT ..eiiiiiiiiiiieiiee ettt e s 52
4.2.2. Espessura € Morfologia .......ccccoevueeiierieinieniiieienieceecieeee e 53
4.2.3. Teor de umidade e Angulo de contato.............cccoevvrerrereerrerrerernrennennn. 56



5.

6.

424. Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA), oxigénio (02) e diéxido de
o 18 010) 1 (O I (G0 2 USROS 57

4.2.5. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

Difracao de Raios X (DRX) ....uoiiiiiieiiiieiiieeiieeeee et e e 58
4.2.6. Calorimetria diferencial exploratoria (DSC) .......ccccoeevvevciieiniiienniieeieenns 60
4.2.7. Propriedades MECANICAS.......cccvureerrreerreeeirreeeieeeereeenseeesreeesseeesseessseeens 61
4.2.8. Solubilidade em 4gua e teste de desintegracao........ccceeecueerueereeenueeeueennne. 61

4.3. ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
EM COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES ...........ccccoceoveuvimniiinnincnnnnanns 62

4.4. EFEITO ANTIFUNGICO DAS COBERTURAS CONTENDO NPAg.. 63

4.5. INFLUENCIA DA COBERTURA NA QUALIDADE POS COLHEITA

DOS FRUTOS ... 65
4.6. PERDA DE MASSA ...oooioiieeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 67
A7, COR oo 67
4.8. FIRMEZA .......coioooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee v enens 69
CONCLUSAO ..o, 70
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS..........cceoiviereeeereseeerennnns 72

REFERENCIAS ... e e s e e s s e s e s s es e s e s s s s e s e e sssesesessnas 73



17

1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa o terceiro lugar na producao mundial de frutas, com 45 milhdes de
toneladas por ano (EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, 2019a).
Devido a mudancas nos hébitos alimentares da populag¢do e ao estimulo do consumo de
frutas em funcdo dos beneficios que propicia, o setor fruticola apresenta-se como um dos
mais promissores, juntamente com o de hortalicas (OLIVEIRA; SANTOS, 2015). O
territério brasileiro conta com uma grande variedade de frutas, dentre elas destaca-se o
mamao, que coloca o pais na posi¢do de segundo maior produtor mundial, com 1.488.240

toneladas produzidas em 2018 (FAO - Food and Agriculture Organization).

O mamao (Carica papaya) € uma fruta rica em valor nutricional, minerais e
compostos bioativos como carotenoides, vitamina C e polifendis (BRAGA et al., 2019;
REIS et al., 2015). No entanto, por ser um fruto climatérico, torna-se bastante suscetivel
a perdas pos colheita devido ao aumento nas reacoes fisioldgicas causadas pela produgdo
de etileno. Durante o amadurecimento, ocorrem transformacdes fisiolégicas e
bioquimicas nas frutas devido a producdo de etileno com consequente aumento da taxa
respiratoria e desenvolvimento fingico (MARINGGAL et al., 2020). Dentre as doencas
causadoras de perdas pds colheita no mamao, uma das mais devastadoras € a antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum gloesporioides (MADANI et al., 2014;
MARINGGAL et al., 2019). Doencas como esta sdo controladas através do uso de
fungicidas combinados com tratamentos térmicos. No entanto, o desenvolvimento de
tolerancia por parte dos fungos aos tratamentos utilizados e a toxicidade causada ao
homem e ao meio ambiente devido ao uso de fungicidas em excesso tem motivado a busca
por outras alternativas para minimizar a ocorréncia de doencas pos colheita e aumentar a
vida util do mamao (BRAGA et al., 2019; DJIOUA et al., 2010; USALL et al., 2016).
Dentre os métodos utilizados para prolongar a vida util de alimentos, o uso de coberturas
e embalagens ativas vem ganhando destaque devido a sua fécil implementacdo, baixo
custo e bons resultados em relacdo ao aumento da vida util das frutas (FAGUNDES et
al., 2014; LICODIEDOFF et al., 2016; LOREVICE; DE MOURA; MATTOSO, 2014;
SILVA et al., 2019).
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Dependendo de sua aplicacdo, propriedades adicionais sdo necessarias, como as
antimicrobianas, no caso do uso em produtos alimenticios (MUNOZ-BONILLA et al.,
2019). Dentre os polimeros de origem natural, a celulose € o mais abundante no planeta
e um de seus derivados, o hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) € amplamente utilizado na
producdo de coberturas e filmes por ser barato, renovavel e ter boas propriedades de
formacao de filme e cobertura (FAGUNDES et al., 2015; FONSECA et al., 2020; SILVA
et al., 2019).

Na literatura, existem estudos sobre o efeito causado pela adi¢do de diferentes
materiais na matrizde HPMC, como curcumina e nanoparticulas como diéxido de titanio,
zinco, quitosana e prata (BAHRAMI et al., 2019; FONSECA et al., 2020; RAO et al.,
2015; SHANMUGA PRIYA et al., 2014; SILVA et al., 2019; WRONA et al., 2017). A
adi¢do de materiais de tamanho nanométrico a matrizes biopoliméricas € uma maneira de
melhorar principalmente as propriedades mecénicas e de barreira, principalmente de
filmes e coberturas a base de biopolimeros, uma vez que a maioria dos biopolimeros da
origem a materiais frageis devido a sua estrutura quimica, limitando seu desempenho
como material de embalagem (PESSANHA, 2016). Os filmes nanocompd@sitos consistem
na combinagdo do biopolimero (fase continua) com nanoparticulas (fase dispersa),sendo
que estes ultimos sdo materiais que tém pelo menos uma das suas dimensdes na escala
manométrica (1 — 100 nm) (JAMROZ; KULAWIK; KOPEL, 2019). As nanoparticulas,
além de ajudarem na melhora das propriedades fisicas e quimicas do filme, podem
conferir propriedades antimicrobianas, antioxidantes e absorventes a estes materiais

(IMRAN et al., 2014; SILVA et al., 2019).

O uso de nanomateriais na industria tem sido amplamente explorada nas dltimas
duas décadas (BAHRAMI et al., 2019; BUMBUDSANPHAROKE; KO, 2015). Dentre
eles, as nanoparticulas de prata (NPAg) sdo interessantes porque suas propriedades
antimicrobianas, Opticas e cataliticas permitem um amplo campo de aplicacdes, inclusive
em cosméticos (CAYUELA; SORIANO; VALCARCEL, 2015; KAUL et al., 2018),
roupas (EMAM et al., 2016), setor médico (OVES et al., 2018), industria de alimentos
(SIMBINE et al., 2019). Na literatura, existem diferentes matrizes onde as NPAg foram
incorporadas, como amido (ORTEGA et al., 2017), quitosana (DAIL; ZHANG; CHENG,
2019), gelatina (LOAN KHANH et al., 2019) e at¢ mesmo HPMC (BAHRAMI et al.,
2019). E possivel encontrar pesquisas sobre a aplicacio de HPMC e NPAg separadamente

em revestimentos e formulacdes de filmes para aplicacdo em diferentes frutas como
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manga (KLANGMUANG; SOTHORNVIT, 2018), ameixa (CHOI; SINGH; LEE, 2016),
goiaba (FORMIGA et al., 2019), kiwi (JAMROZ et al., 2019). No que diz respeito a
combinagcdo de HPMC e NPAg, até onde tem-se conhecimento, existem apenas estudos
sobre sua potencial aplicacado (BAHRAMI et al., 2019; DE MOURA; MATTOSO;

ZUCOLOTTO, 2012), mas ndo relacionados a sua aplicacdo em produtos como frutas.

Deste modo, considerando o amplo espectro de aplicagdo das nanoparticulas de
prata e a versatilidade do HPMC como matriz biopolimérica, este trabalho avaliou a
influéncia da adic@o de diferentes concentracdes de NPAg (0; 0,1%; 0,25%; 0,5% e 1%
em relacdo a massa do HPMC), nas propriedades fisico quimicas de filmes e coberturas
a base de HPMC, bem como avaliar a a¢do antifungica de coberturas de HPMC-NPAg
contra o Colletotrichum gloeosporioides em mamoes e seu potencial para extensdo da

vida util dessas frutas.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

O Objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da adigdo de diferentes
concentracdes de nanoparticulas de prata (NPAg) nas propriedades fisicas, quimicas e
antifiingicas de filmes a base de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) para posterior

aplicacdo em mamaoes.

1.1.2. Objetivos especificos

e Estudar o efeito das NPAg no pH, propriedades reoldgicas e distribuicao de
tamanho de particula das solu¢des formadoras de filme (SFF) a base de HPMC;
e Avaliar o efeito antifingico das SFF a base HPMC e NPAg frente ao crescimento

de Colletotrichum gloeosporoides;
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Compreender o efeito da concentragdo de NPAg nas principais propriedades
fisicas e quimicas de filmes a base de HPMC;
Avaliar o potencial antifungico da cobertura de HPMC-NPAg em mamdes Golden

para inibi¢do do C. gloeosporioides e aumento da vida util do fruto.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MAMAO

2.1.1. Caracteristicas gerais da cultura do mamoeiro

O mamao (Carica papaya) é uma das frutas mais cultivadas comercialmente em
todo o mundo e muito comum em regides de clima tropical e subtropical. Foi descoberto
pelos espanhdis entre o sul do México e norte da Nicardgua e introduzido no Brasil em
1587, devido ao clima favordvel (SERRANO; CATTANEO, 2010). Sua planta, o
mamoeiro, tem bom desenvolvimento em solos com baixo teor de argila, bem drenados
e ricos em matéria organica. Solos compactados, que estdo sujeitos ao encharcamento
devem ser evitados, uma vez que em tais condi¢des as plantas produzem menos frutos

(OLIVEIRA et al., 2004).

A propagacdo do mamoeiro € feita por sementes, resultando em diversas
variedades, uma vez que apresenta facil cruzamento natural (FERREIRA, 2010). As
cultivares mais exploradas no Brasil sdo a Solo e Formosa, introduzidas na regido
Nordeste e Sudeste em 1976, ocasionando o crescimento econdmico da cultura do
mamoeiro (SOUZA et al., 2012). A variedade Solo, conhecida também como papaya, €
comercializada nos mercados externo e interno, enquanto a Formosa é comercializada

apenas no mercado interno (DANTAS; NETO, 2000).

O Brasil € o segundo produtor mundial da fruta, com 1.488.240 toneladas
produzidas em 2018, situando-se entre os principais paises exportadores, principalmente
para o mercado europeu (FAO - Food and Agriculture Organization, 2018). Quanto a
producdo nacional, dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA,
2018) mostram que os principais estados produtores de mamao sdo Espirito Santo (354
mil toneladas), Bahia (337 mil toneladas), Ceara (100 mil toneladas), Rio Grande do
Norte (81 mil toneladas) e Minas Gerais (50 mil toneladas). A cultura do mamoeiro esta
presente em todas as regides do pais, com drea colhida de 27.250 ha e produtividade

média de 38,91 t/ha. Como € uma das poucas plantas frutiferas com capacidade de
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producdo durante o ano inteiro, 0 mamao tem elevada importancia econdmica e também
social, uma vez que seu cultivo utiliza quantidade significativa de mao de obra

(BARBIERI et al., 2019).

2.1.2. Caracteristicas fisico-quimicas do mamao

No Brasil, o mamao é comumente consumido in natura ou na forma de doce,
vitamina e suco, sendo indicado como alimento saudavel e de excelente sabor com
demanda crescente do mercado consumidor (NEVES, 2007). Em sua composicao estao
diversos nutrientes disponiveis para digestdao e absorcdo, como vitaminas A e C, ferro,
célcio, magnésio e potdssio (CRUZ, 2016). Além disso, contém a enzima papaina,

utilizada como eficiente suplemento digestivo (TORRES, 2010).

O mamao € um fruto climatérico, sendo assim as transformacgdes desencadeadas
pela producdo de etileno e aumento da taxa respiratoria ocorrem rapidamente apds sua
colheita em estado maduro (JACOMINO et al., 2002). O processo de amadurecimento
ocasiona mudangas nas caracteristicas dos frutos, que vao desde a cor da casca e textura

até alteracdes em sua composicao nutricional (FABI; DO PRADO, 2019; MELO, 2018).

z

A polpa da fruta € composta por aproximadamente 85% de agua e 13% de
acucares, dentre os quais se destacam a glicose, frutose e sacarose (MENDY et al., 2019).
A composic¢do de agticares influencia diretamente no sabor do mamao, podendo variar de
acordo com o cultivar, condi¢des climédticas de cultivo, regido climética e estdgio de
maturacdo, sendo este responsavel por grande parte das mudancas (MELO, 2018;
RIBEIRO, 2009). A medida que amadurece, a quantidade de sélidos soliveis e o pH
aumentam, juntamente com a possibilidade de infec¢do e contaminagdo. Sendo assim, o
ponto de colheita é extremamente importante para garantir a qualidade do mamao, bem
como todos o0s aspectos de manuseio poés-colheita, transporte, armazenagem e

conservagao (EMBRAPA, 2001).
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2.1.3. Perdas pés-colheita

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization, 2017), 1,3 bilhdo
de toneladas de alimentos sdo perdidas ao longo de sua cadeia produtiva, das quais cerca
de 54% devem-se as perdas durante a producdo, armazenamento e transporte, que
correspondem ao periodo de pds colheita. Grande parte dessas perdas sdo quantitativas e

devidas a deterioracdo do fruto por motivos fisiolégicos, fitopatolégicos, mecanicos ou

uma combinagao de todos eles (PORAT et al., 2018).

Ap6s a colheita, frutos climatéricos como o mamdo passam por diversas
transformagdes devido a aceleracdo de seu metabolismo, levando a alteracdoes em
caracteristicas como sabor, aroma, cor e textura (REIS, 2014). Os produtos recém
colhidos devem ser manuseados cuidadosamente, de modo a minimizar a perda de dgua
(HOLCROFT, 2015), que resulta em perda de massa. Tais perdas ocorrem principalmente
devido a transpira¢do, na qual a d4gua € transportada por estruturas anatdmicas dos tecidos
vivos até a superficie, evaporando para o ambiente (SPAGNOL et al., 2018). Este
parametro é de grande importancia, uma vez que perdas de massa excessivas podem
ocasionar rejei¢ao por parte do consumidor devido a alteragdes na qualidade do produto
(SCARTAZZINI, 2014). Kader (2002) relata que perdas de massa de aproximadamente
10% sao suficientes para tornar 0 mamao improprio para consumo, portanto objetiva-se

reduzir ou retardar tais perdas visando a manutencdo da qualidade.

Alteragdes na textura das frutas também ocorrem neste periodo, sendo um
parametro que, além de determinar se elas estdo proprias para o consumo, também
influencia na vida p6s colheita, interferindo na resisténcia ao transporte e ao ataque de
patégenos (MENDONCA et al., 2007). As doengas causadas por fungos correspondem
de 80 a 90% do total de perdas ocasionadas por fitopatdgenos no periodo pos colheita
(DANTAS et al., 2003). No mamao, a principal doenca € a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides, que tem sido associado a doencas em outras frutas como
manga, goiaba, maracuja e uva (ALAHAKOON; BROWN; SREENIVASAPRASAD,
1994; TIMMER; BROWN, 1998).

A antracnose caracteriza-se pela presenca nos frutos de grandes lesdes necréticas
arredondadas com diferentes didmetros, de onde emergem conidios na coloracdo salmao

(RIBEIRO; SERRA; ARAUJO, 2016). Usualmente, o controle de doencas como esta é
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feito através do uso de agrotdxicos, como os fungicidas. No entanto, o aumento da
resisténcia por parte dos fungos e os efeitos nocivos de tais produtos a satde do
consumidor e ao meio ambiente t€m motivado a demanda por novas alternativas para o
combate a patégenos como estes e prolongamento da vida de prateleira de frutas

(MARINGGAL et al., 2020).

2.2. METODOS DE CONSERVACAO DE FRUTAS

2.2.1. Resfriamento

A temperatura € um dos principais € mais importantes métodos de conservagao de
frutas e hortali¢as, uma vez que influencia diretamente no principal processo fisiologico
dos frutos apds a colheita, a respiragdo. O controle adequado da temperatura de
refrigeracdo permite a redugdo da taxa respiratdria do fruto, diminuindo deste modo a
perda de atributos de qualidade como cor, aroma, textura, dentre outros. E importante, no
entanto, que esta reducdo metabdlica ocorra a um nivel capaz de manter as células do
alimento vivas enquanto preserva sua qualidade durante o periodo de armazenamento

(REIS, 2014).

Antes do armazenamento, € importante que os frutos passem por um processo de
pré resfriamento, que consiste na remog¢do do calor do campo de produtos que foram
colhidos recentemente, visando a reducdo do metabolismo e sua deterioragdo precoce. O
intervalo entre a colheita e o inicio do pré resfriamento € de extrema importancia uma vez
que um pré resfriamento tardio pode ocasionar maior perda de dgua, aceleracdo da
atividade metabdlica e perda de firmeza do tecido nos frutos (SENTHILKUMAR;
VIJAYAKUMAR; KUMAR, 2015).

Tratando-se do mamao, por ser um fruto climatérico, cerca de 30% do total
produzido da fruta € perdido devido a alteracdes que ocorrem em seus atributos de
qualidade no periodo pds colheita pelo aumento da taxa respiratdria e produgao de etileno
(GALO et al.,, 2014). Em seu processo de amadurecimento, ocorrem mudangas na

firmeza, concentragdo de acticares, coloracdo e outras caracteristicas que evidenciam tal
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processo (MARTINS, 2012). Sendo assim, € de extrema importancia o uso de tecnologias

que permitam o prolongamento de sua vida ttil sem que haja a perda de tais atributos.

Souza et. al (2005) avaliaram o armazenamento de polpa de mamao Formosa
minimamente processado sob diferentes temperaturas (3, 6 ¢ 9 °C) e concluiram que ndo
houve alteragc@o na cor, s6lidos soldveis totais e dcido ascérbico. Observaram ainda que
as duas menores temperaturas foram mais eficazes em minimizar o amolecimento da

polpa. O produto manteve-se adequado para consumo por 10 dias.

Da Costaet. al (2010) avaliaram a qualidade de mamao Havai Golden armazenado
sob diferentes temperaturas (6, 8, 10 e 20 °C) e diferentes umidades relativas (65% e
90%) e verificaram que a temperatura de 10 °C permitiu melhor aparéncia interna e

externa, com menores danos causados pelo frio e vida ttil de 32 dias.

2.2.2. Filmes e Coberturas

Com o avanco tecnoldgico dos ultimos anos, as embalagens passaram a ter
funcdes que vao além da exclusiva protecdo dos alimentos, como a interagdo com o
produto e com o meio de forma benéfica (SIQUEIRA, 2012). Tais embalagens podem
atuar como barreiras semipermedveis a umidade e gases, reduzindo a respiracido e
transpiracao de frutos, retardando a senescéncia, ou ainda funcionar como carreadores de
antioxidantes, flavorizantes e antimicrobianos, melhorando algumas caracteristicas do
produto armazenado e aumentando sua vida de prateleira (FAKHOURI et al., 2007;
FERNANDES et al., 2015). Dentre os materiais empregados com tais prop0sitos, tem-se

os filmes e coberturas.

Os termos “cobertura” e “filme” por vezes sdo utilizados de forma errdnea e seu
esclarecimento € de grande importancia de modo a evitar equivocos. A cobertura €
aplicada e formada sobre a superficie do alimento, seja por imersao, aspersao ou aplicacdao
com um pincel (SCARTAZZINI, 2018). Ja o filme € pré-formado separadamente e
aplicado posteriormente sobre o produto, sendo utilizado como embalagem ou envoltério
para proteger o alimento (FAKHOURI et al., 2007). Classificam-se em comestiveis e/ou

biodegraddveis, de acordo com sua composi¢do (SIQUEIRA, 2012).
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A preocupacdo com o0s possiveis danos que materiais nao biodegraddveis podem
causar ao meio ambiente tem motivado o desenvolvimento de filmes e coberturas que
utilizem materiais renovaveis em sua composicio (AZEREDO; ROSA; MATTOSO,
2017). Dentre os biopolimeros mais comumente utilizados na formula¢ido de filmes e
coberturas tem-se as protefnas (caseina, gelatina, zeina), polissacarideos (amido e seus
derivados, celulose, quitosana, pectina, alginato) e os lipidios (4cido estedrico, ceras)
(FAKHOURI et al., 2007; SCARTAZZINI, 2018). Além de serem biodegradaveis,
possuem a vantagem de ndo serem tdoxicos e apresentarem baixo custo (FIALHO E

MORAES et al., 2007; IMRAN et al., 2010).

O uso de polissacarideos como agentes formadores de filmes e coberturas tem sido
alvo de diversos estudos (FONSECA et al., 2020; GAO et al., 2019; SILVA et al., 2019),
com destaque para a celulose e seus derivados, que representam importante fonte de
biomateriais na drea de embalagens de alimentos (PAUNONEN, 2013). A celulose € o
polissacarideo mais abundante no planeta e esta pode ser encontrada na parede celular de
plantas superiores, com fun¢do estrutural (TAVERA QUIROZ et al.,, 2013). Este
polimero apresenta cadeia linear quimicamente composta por unidades de D-glicose com
ligagdes glicosidicas B (1-4) e com trés hidroxilas livres ligadas aos carbonos 2, 3 e 6
(JUNIOR, 2009). Uma vez que os grupos hidroxila estdo disponiveis, tendem a formar
ligacdes inter e intramoleculares, responsaveis pela insolubilidade da celulose em dgua

(BARUD, 2010).

E possivel realizar a modificagdo da cadeia deste polissacarideo por meio da
substitui¢do dos grupos hidroxila, resultando na solubilidade em 4gua e na producdo de
polimeros semissintéticos, os éteres de celulose, como a metilcelulose (MC),
carboximetilcelulose (CMC) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), que t€ém sido muito

utilizado em filmes (PSOMIADOU; ARVANITOYANNIS; YAMAMOTO, 1996).

2.3. HIDROXIPROPILMETILCELULOSE (HPMC)

O HPMC € um biopolimero com uso alimentar aprovado pela FDA (Food and

Drug Administration) e com registro no banco de dados do Chemical Abstract Service
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(CAS n° 9004-65-3) (FDA - Food and Drug Administration, 2016). Sua estrutura é

mostrada na Figura 1.

Figura 1- Estrutura quimica do hidroxipropilmetilcelulose (HPMC*).

* Methocel ™

Fonte: Adaptado de Dow (2012).

Neste éster de celulose, os hidrogénios e grupos hidroxila foram parcialmente
substituidos por grupos alquil para modificar a estrutura original da celulose (PEKEL et
al., 2004). Devido ao fato de ser barato, abundante, biodegraddvel, renovdvel e
biocompativel, ¢ um bom candidato a ser utilizado como matriz biopolimérica de

embalagens de alimentos (TOSATI et al., 2015).

N

Diversos componentes tem sido incorporados a matriz de HPMC para a
elaboracdo de filmes e coberturas e avaliacdo dos seus efeitos em algumas propriedades
dessa matriz. Rao et al. (2015) relataram um decréscimo nas propriedades mecanicas e
melhora nas propriedades antimicrobianas de filmes de HPMC adicionados de
nanoparticulas de zinco. Silva et al. (2019) observaram melhora na propriedade de
barreira de filmes de HPMC adicionados de curcumina modificada em comparagdo com
aqueles adicionados de curcumina nao tratada. Fonseca et al. (2020) ndo observaram
alteracdes na solubilidade, umidade e permeabilidade ao vapor de dgua de filmes de
HPMC com diferentes concentragdes de nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2) e
atribuiram ao fato da concentracio de TiO> ndo ter sido suficiente para causar mudangas

na matriz.
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2.4. PLASTIFICANTES

Para a elaboracdo de filmes, necessita-se basicamente de solvente, agente formador
de filme (também chamado de macromolécula) e um plastificante. Usualmente,
plastificantes sdo adicionados a formulacdo tanto de filmes feitos de materiais sintéticos
quanto dos feitos de materiais naturais com a finalidade de diminuir as forcas
intermoleculares entre as cadeias poliméricas e conferir flexibilidade ao material
(SABBAH et al., 2019). Dentre os plastificantes, diferentes tipos tém sido adicionados a
filmes de HPMC a fim de melhorar ou alterar suas propriedades (HENG; WAN; TAN,
1996), a exemplo do glicerol.

O glicerol € uma matéria prima de fonte renovavel, pertencente a funcdo dlcool.
Também conhecido comercialmente como glicerina, caracteriza-se por ser um liquido
incolor, sem cheiro e viscoso utilizado em diversos segmentos industriais e também na
producdo de filmes biodegraddveis (BEATRIZ; ARAIjJO; DE LIMA, 2011; SOUSA,
2016). A adicdo de plastificantes como este aos filmes pode proporcionar maior

resisténcia, flexibilidade e melhora nas propriedades 6pticas e de barreira.

Além dos materiais comumente utilizados na formula¢do de filmes, outras estruturas
podem ser adicionadas a fim de melhorar determinadas propriedades, como os
nanocompdsitos, que sdo materiais em que pelo menos um de seus componentes tem

escala nanométrica (DE MORAES; BOTAN; LONA, 2014).

2.5. NANOCOMPOSITOS

O conceito de nanocompositos surgiu em 1985 com o desenvolvimento de um
nanocompdosito de polimero/argila nos laboratorios da empresa Toyota. Desde entdo, o
interesse por essa classe de materiais tem crescido de forma acentuada, adquirindo grande
importancia cientifica e para aplicacdes industriais mais avancadas (PEIXOTO, 2012),
uma vez que as interacdes matriz/reforco aumentam em escala nanométrica,
proporcionando melhores propriedades quando comparados aos compdsitos

convencionais (DE MORAES; BOTAN; LONA, 2014).
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Os nanocompdsitos classificam-se conforme sua matriz, podendo esta ser metdlica,
ceramica ou polimérica, sendo esta tltima comumente utilizada por motivos econdémicos
e ambientais (PEIXOTO, 2012). Possuem refor¢co com ao menos uma dimensdo na escala
nanométrica, podendo ser classificados em nanoparticulas, nanotubos e nanocamadas
(NETO, 2018). Sdo consideradas nanoparticulas os materiais que possuem as (rés
dimensdes em escala nanométrica, ja os nanotubos possuem duas dimensdes nesta escala

e as nanocamadas uma, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2- Classificagdo dos nanomateriais.

Nanocamadas

"-1nm

T — Nanotubos

<100nm
Nanoparticulas 3D

o 1Q <D D F- 2 F el |

Fonte: Adaptado de HU; ONYEBUEKE; ABATAN (2010).

Diversos autores relatam a incorporagdo de nanoparticulas em matrizes
poliméricas, como a de HPMC. Dentre as diversas nanoparticulas informadas na
literatura, as nanoparticulas de prata (NPAg) tém sido amplamente estudadas na
tecnologia de embalagens devido a sua atividade antimicrobiana e melhora das
propriedades fisicas e quimicas dos materiais onde este t€ém sido incorporadas. Bahrami
et al. (2019) avaliaram o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de NPAg (2, 4 e
8% em base seca) na matriz de HPMC-cera de abelha-goma tragacanto e observaram
mudangas na permeabilidade ao vapor de d4gua, propriedades mecéanicas e
antimicrobianas. Morones et al. (2005) avaliou o efeito antimicrobiano das NPAg e
observou que nanoparticulas na faixa de 1 a 10nm ligam-se a superficie da membrana

celular e interferem de forma dréstica em fun¢des como permeabilidade e respiracio
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As nanoparticulas incorporadas as matrizes poliméricas podem ter diversas fungdes,
dentre elas efeito flavorizante, antioxidante e antimicrobiano, sendo este dltimo um dos
mais utilizados (BAHRAMI et al., 2019; FADEL et al.,, 2019; HU et al., 2019;
VALGIMIGLI; BASCHIERI; AMORATI, 2018).

2.6. AGENTES ANTIMICROBIANOS

Agentes antimicrobianos podem ser incorporados e imobilizados nos materiais da
embalagem visando melhorar suas caracteristicas, bem como auxiliar na manuten¢do da
qualidade dos alimentos sem a necessidade da adicao direta de substancias conservantes
aos mesmos (LEE, 2010; ZHOU; XU; LIU, 2010). Sua incorpora¢ao na matriz polimérica
pode ocorrer por dois métodos: fusdo ou solubiliza¢do, sendo o dltimo o mais indicado
por ndo envolver exposi¢do prolongada ao calor (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).
Uma vez solubilizado na formulacio do polimero, quando aplicado como revestimento
em alimentos, promove maior contato entre o produto e o agente microbiano uma vez
que, na maioria dos alimentos sélidos e semissélidos o crescimento microbiano da-se
superficialmente (FIALHO E MORAES et al., 2007). Dentre os varios componentes
utilizados, as nanoestruturas incorporadas a filmes vém ganhando cada vez mais espaco
na drea de embalagens ativas, com destaque para as nanoparticulas de prata (NPAg) que,
além da atividade antimicrobiana, decompdem o etileno, prolongando a vida de prateleira

(SADEGHNEJAD et al., 2014).

A prata, por si sO, possui acdo antisséptica e quando na forma de nanoparticulas,
tem uma superficie de contato muito maior para interagir com a célula microbiana,
permitindo que tenha uma ampla gama de aplicacdes (YOON et al., 2007). Em seu
espectro de atuacdo, tem-se no geral bactérias gram-positivas e gram-negativas,
leveduras, virus e fungos (CAVALCANTE, 2014), sendo a atividade antiftingica das
nanoparticulas de prata relatada por diversos pesquisadores (BOCATE et al., 2019;
IFUKU et al., 2015; KHATOON et al., 2018; TARAZONA et al., 2019). Quanto a sua
acdo antimicrobiana, ndo se sabe 0 mecanismo exato de interacdo das NPAg com os
microrganismos, no entanto existem diversas teorias. Uma das mais difundidas esta

ilustrada na Figura 3 e consiste na premissa que os ions prata liberados a partir das NPAg
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possuem alta afinidade por compostos de fésforo e enxofre presentes nas membranas
celulares (1) (EGGER et al., 2009; NETO, 2010; KIM et al., 2011). Uma vez dentro dos
microrganismos, as nanoparticulas tendem a interagir com proteinas e DNA, que também
tem fésforo e enxofre em sua composicao, provocando a desnaturagdo e causando danos
a cadeia respiratdria, podendo levar a morte celular (3) (MORONES et al., 2005). Em
seguida, ha a geracdo de espécies reativas de oxigénio (2), produzidas, possivelmente,
devido a inibicdo da enzima respiratéria NADH-desidrogenase II pelos fons de prata que
atacam a prépria célula. Tal enzima € inibida no sistema respiratdrio da célula bacteriana,
fazendo com que este local se torne um candidato a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (DEEPAK et al., 2011). Outra teoria proposta ¢ a de que as NPAg tém a
capacidade de ancorar na parede celular dos microrganismos e, posteriormente, penetrar,
ocasionando mudang¢as na membrana celular e causando a morte da célula (ALMEIDA,

2017).

Figura 3- Ilustrag@o dos diferentes mecanismos de a¢do antimicrobiana das NPAg.
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Fonte: ALMEIDA(2017).

Na literatura, é possivel encontrar um amplo campo de aplicagdes das NPAg,
inclusive em cosméticos (CAYUELA; SORIANO; VALCARCEL, 2015; KAUL et al.,
2018), roupas (EMAM et al., 2016), setor médico (OVES et al., 2018), industria de
alimentos (SIMBINE et al., 2019). Existem também diversas matrizes em que essas

nanoparticulas podem ser aplicadas, como amido (ORTEGA et al., 2017), quitosana
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(ZHANG:; JIANG, 2019), gelatina (LOAN KHANH et al., 2019) e até mesmo HPMC
(BAHRAMI et al., 2019). E possivel encontrar estudos envolvendo a aplicagio de HPMC
e NPAg separadamente em revestimentos e formulacdes de filmes para aplicagdo em
diferentes frutas como manga (KLANGMUANG; SOTHORNVIT, 2018), ameixa
(CHOI; SINGH; LEE, 2016), goiaba (FORMIGA et al., 2019), kiwi (JAMROZ et al.,
2019). No entanto, no que diz respeito a combinacio HPMC + NPAg, até onde tem-se
conhecimento, existem apenas estudos sobre sua potencial aplicacio (BAHRAMI et al.,
2019; DE MOURA; MATTOSO; ZUCOLOTTO, 2012), mas ndo relacionados a sua

aplicagdo em produtos como frutas.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1. MATERIAS-PRIMAS PARA A FORMULACAO DOS FILMES

O composto hidroxipropilmetilcelulose (Methocel E19®) foi adquirido da Dow
Brasil S. A. (Sao Paulo, SP) e o glicerol (99%), utilizado como plastificante, foi obtido
da Neon (Sao Paulo, SP). As nanoparticulas de prata (NPAg), na forma de dispersdo
coloidal em meio alcodlico, com faixa de tamanhos de 20 a 100 nm, foram cedidas pela
TNS Nanotecnologia (Florianépolis, SC) e utilizadas como nanomaterial. Agua destilada

foi utilizada como solvente.

3.2. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES FILMOGENICAS

As solucdes formadoras de filmes (SFF) foram preparadas de acordo com o
método utilizado por Fonseca et al. (2019) com algumas modifica¢Oes. Estas SFF foram
obtidas pela mistura da dispersao de HPMC em 4gua (solucdo A) com a solu¢do de NPAg

diluida em dgua (solucao B). O processo € ilustrado na Figura 4.
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Figura 4- Elaboragdo das solu¢des formadoras de filmes (SFF).
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Fonte: Autor (2020).

A solugido A foi preparada dissolvendo-se HPMC na concentragdo de 4% (m/v),
sob agitacdo magnética (1000 rpm), em dgua destilada a temperatura ambiente (25°C) por
30 min. A dispersdo de HPMC foi entdo aquecida at¢ 70°C durante 6 minutos. Em
seguida, glicerol (25% m/m HPMC) foi adicionado e a soluc¢do foi mantida durante dois

minutos a 85°C sob agitacio e posteriormente resfriada até 55°C.

A solugdo B foi preparada diluindo-se a solugdo de NPAg em dgua destilada. Em
seguida, esta solugdo foi gotejada na solugdo A j4 resfriada com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur de modo a produzir SFF com diferentes concentragdes de NPAg (0; 0,1; 0,25;

0.5 e 1%). As solugdes resultantes foram homogeneizadas em um UltraTurrax T25®,
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IKA (11000 rpm, 6 min) e as bolhas foram removidas em um banho de ultrassom durante

aproximadamente 1 h (Ultrasonic Maxi Clean 1400A Unique®, 40 kHz).

3.2.1. Analise de pH e caracterizacao reoldgica

O pH das SFF foi medido utilizando-se um pHmetro (AG 205, Testo, Brasil), em
triplicata para cada solucao.

Os parametros reoldogicos a partir das solugdes foram obtidos seguindo-se o
método utilizado por Valencia et al. (2015), com modifica¢des, em um redmetro (Haake
Mars, Thermo Scientific, EUA), utilizando a geometria cone-placa (angulo do cone 2 °).
As solugdes foram avaliadas em taxas de cisalhamento entre 0 e 500 s (curva
ascendente) e de 500 a 0 s”! (curva descendente), durante 120 s, sendo que o espagamento
entre cone e placa foi de 0,2 mm. As medidas foram realizadas em triplicata a 25°C, com
temperatura estabilizada por um banho termostatico (DC 30, Thermo Scientific, EUA).

O modelo da Lei de Newton da viscosidade (Equacdo 1) foi utilizado para
descrever o comportamento dos dados reoldgicos. O software Pro Rheowin® (Versao
2.93) foi utilizado para a coleta dos dados e o software Origin 2018 (OriginLab®,

Northampton-MA, EUA) foi utilizado para a determinacdo dos parametros.

T=Wy )

sendo T a tensdo de cisalhamento (Pa); p a viscosidade (Pa.s) e y a taxa de cisalhamento

G}

3.2.2. Distribuicdo do tamanho de particula

O tamanho de particula das SFF foi determinado no Laboratério Interdisciplinar
para o Desenvolvimento de Nanoestruturas — LINDEN (UFSC) utilizando o equipamento
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Inglaterra) com Espalhamento de Luz

Dinamica (Dinamic Light Scattering - DLS), segundo Fonseca et al. (2019). As amostras
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foram dispersas em dgua destilada na concentragdo de 1:20 mL, a fim de se adequarem a
faixa de leitura do equipamento, e entdo colocadas em uma cubeta para ser realizada a
andlise. Foram realizadas trés medidas por amostra e a SFF sem NPAg foi utilizada como

branco.

3.3. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DOS FILMES

Para a preparagao dos filmes, 10g de cada SFF foram vertidos dentro de uma placa
de Petri (15cm de diametro) e dispostos para secagem durante 48h, sob uma bancada
nivelada a temperatura ambiente (25°C), protegida contra a entrada de luz. Apds o tempo
de secagem, foram obtidos filmes com diferentes concentragdes de NPAg, os quais foram
removidos das placas e armazenados em uma camara de umidade controlada contendo

solugdes saturadas de NaBr (58 % Umidade Relativa), a 25°C por 48h.

3.3.1. Cor

Para realizar as medidas de cor dos filmes, recortou-se as amostras em formato
retangular e colou-se suas bordas com fita dupla face em placas de Petri de plastico.
Foram entdo colocadas sobre a superficie branca de uma camara utilizada para andlises
de colorimetria e fotografadas com o auxilio de uma camera fotografica da marca Nikon.
A andlise de cor foi realizada com o software Image Processing and Analysis in Java
(Image J), que converte os resultados para o sistema CIELab (L*, a*, b*). Foram
coletados valores de luminosidade (L=0 (preto) a 100 (branco), valores de a*, que
demonstram a variagdo de cor do vermelho (+a) ao verde (-a) e valores de b*, que
demonstram variagdo do azul (-b) ao amarelo (+b) (HUNTERLAB, 1996). A variacao
global de cor (AE") foi obtida por meio da Equacdo 2 utilizando o fundo branco da cAmara

como padrao.

AE* = \/(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)? )
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sendo:
AL" = Lamostra — L*padréo

* ok *
Aa™ = a gmostra — apadrﬁo

* % *
Ab* = amostra — Y padrio
onde  L%garao= 91,09 ; @%haarao= 0,83 € bpaarao = -8,98, determinados em um
colorimetro.

3.3.2. Morfologia

A andlise morfoldgica das amostras foi realizada no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME-UFSC). Micrografias da superficie e da sessdo
transversal dos filmes (2cm x 2cm) foram obtidas utilizando-se um Microscopio
Eletronico de Varredura (6390LV- JEOL, Japdo) com tensdo de aceleracdo de 10kV e
magnificagdo de 1000x. O mapeamento composicional das amostras também foi
avaliado, utilizando-se a Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) a fim de confirmar
a presenca de prata (Ag) nos filmes. Para a visualizac@o da sec@o transversal, as amostras
foram fraturadas em nitrogénio liquido. Todas as amostras foram fixadas em pequenos
cilindros metélicos e cobertas com uma fina camada de ouro, utilizando-se um

equipamento metalizador (SCD 0005, Baltec, Japao).

3.3.3. Espessura

A espessura dos filmes foi medida com um micrometro digital (Mitutoyo
Corporation, Japao). Doze medidas foram realizadas em pontos aleatérios de cada

amostra.
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3.34. Angulo de contato

O angulo de contato dos filmes foi determinado utilizando-se um gonidmetro
(250, Ramé-Hart, EUA). As amostras (1 cm x 2 cm) foram colocadas sob uma superficie
lisa e trés gotas de 1 pl de dgua deionizada foram depositadas separadamente na
superficie dos filmes, com uma micro seringa. O angulo de contato foi obtido através da
imagem digitalizada da gota, obtida pela camera integrada ao equipamento, através da
medida dos valores dos angulos esquerdo e direito, utilizando-se o programa Ramé-Hart
DROP image Advanced (EUA), 10 segundos depois da deposicao da gota sobre o filme
(ROTTA; MINATTIL; BARRETO, 2011).

3.3.5. Teor de umidade e Permeabilidade ao Vapor de Agua

O teor de umidade dos filmes (U, %) foi determinado gravimetricamente,
secando-se os filmes a 105°C em uma estufa de circulacdo de ar, de acordo com método
proposto por Jiang et al., (2010). O teor de umidade foi calculado baseado na massa da

amostra antes e depois da secagem, relacionadas pela Equagao (3):

mi—mf

U(%) = x 100 3)

sendo m; e my sdo a massa inicial e final das amostras (g), respectivamente.

A andlise de Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) foi calculada de acordo
com os padroes da ASTM E96 (GONTARD; GILBERT; CUQ, 1992). Os filmes foram
colocados sobre cédpsulas de aluminio (0 % UR) contendo silica gel. Em seguida, as
capsulas foram colocadas em um dessecador contendo dgua destilada (100 % UR). As
capsulas foram pesadas diariamente durante 7 dias a fim de garantir o estado estaciondrio.

PVA foi calculada através da Equacao 4:

Pva=2(Z) “)

At \AAP
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sendo Ag/At é a taxa de mudanca de massa (g/h); x € a espessura da amostra (mm);
A € a area de permeacgdo (0.0032 m?) e AP € a diferenga de pressao parcial através dos

filmes (3.169 kPa a 25 °C).

3.3.6. Permeabilidade ao Oz e CO2

A permeabilidade ao Oz e CO; foi determinada em um aparato experimental, a
23°C, montado no Laboratério de Propriedades Fisicas de Alimentos (Profi-UFSC) em
um estudo realizado por Tosati (2013) utilizando como referéncia a norma ASTM D1434
(2009). O controle do gas € realizado por quatro valvulas tipo agulha (Swagelok tube
fitting) e a temperatura monitorada por termopares tipo “J”. O filme foi selado entre duas
camaras com diferentes pressoes e, em um dos compartimentos o gas foi retirado por uma
bomba de viacuo (TECNAL, TE-058, Brasil) enquanto no outro mantinha-se um fluxo de
gds a pressdo constante de 1 bar, a fim de evitar a entrada de ar atmosférico. Conforme
havia permeacdo de gas no lado de baixa pressdo, esta era indicada com o aumento de
pressao determinado por um transdutor de pressao digital (Velki), com precisao de 0,01%
e faixa de medida de 0 a 6 bar. Por meio dos dados obtidos da variagdo da pressdo com o
tempo, a permeabilidade pode ser calculada por um programa de ajuste desenvolvido em
Matlab (R2016a). As andlises utilizando O tiveram duragdo de 72h, enquanto que as
analises de CO2 duraram 24h (TOSATI, 2013).

3.3.7. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

O espectro FTIR dos filmes de nanocompdsitos foram obtidos utilizando um
espectrofotometro FTIR (Cary 660 FTIR, Agilent Technologies, Brasil) equipado com
Refletancia Total Atenuada (Attenuated Total Reflectance -ATR), de acordo com método
utilizado por Fonseca et al. (2019) com modifica¢des. As andlises foram realizadas na

regido do infravermelho entre 400 e 4000 cm™ com 24 leituras e resolugdo de 4 cm™.
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3.3.8. Difracio de raios-X

As andlises foram realizadas no Laboratorio LINDEN (UFSC), utilizando-se um
difratdmetro de raio-X (MiniFlex600 DRX, Rigaku, Japdo) equipado com detector de tira
de silicone de alta velocidade (radiaciio CuKa , Ay = 1.5406 A and A, = 1.5440 A). O

espectro foi gravado a 25°C entre 20 =2 ° e 70 © a 20 °/min.

3.3.9. Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

As propriedades térmicas dos filmes foram analisadas em um calorimetro (Perkin
Elmer Jade®, EUA). As amostras (aproximadamente 10 mg) foram colocadas em panelas
de aluminio hermeticamente fechadas e aquecidas a 10 °C/min, entre -30 °C a 180 °C, em
atmosfera inerte (20 mL/min N2). Uma panela vazia foi utilizada como referéncia
(FONSECA et al., 2020). Os dados de DSC foram tratados utilizando-se o software
Pyris®.

3.3.10. Propriedades Mecanicas

Resisténcia a tragdo (MPa), alongamento maximo na ruptura (%) € médulo de
Young (MPa) dos filmes foram determinados de acordo com as normas ASTM D882-12
(2012), utilizando-se um texturémetro (TA.HD plus, Stable Micro Systems, Reino Unido)
equipado com garras fixas. Amostras retangulares (25mm x 50mm) foram fixadas nas
garras com separacdo de 30 mm e movendo-se velocidade de tragdo de 1mm/s. Foram
realizadas onze repeticdes para cada filme com diferentes concentragdes do

nanocomposito.
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3.3.11. Solubilidade em 4gua e desintegracio em solo

A solubilidade em dgua foi realizada seguindo-se o método proposto por Blanco-
Pascual et al. (2013), no qual amostras de filmes de 40 mm de didmetro foram secas em
estufa com circulagdo de ar al05°C por 24h. Em seguida, as amostras foram colocadas
em béqueres contendo 50mL de dgua destilada e acondicionadas a 22°C durante 24h.
Apo6s esse periodo, a solugdo foi filtrada em papel filtro para recuperar o filme ndo
dissolvido, que foi entdo seco em estufa a 105°C por 24h. A andlise foi realizada em

triplicata e a solubilidade foi calculada utilizando-se a Equag@o 5.

Mi—Mg

S5(%) = .100 5)

14

sendo M; a massa inicial do filme, expressa em massa seca € My € a massa seca do residuo

de filme ndo dissolvido em dgua.

As andlises de desintegracdo em solo foram realizadas com base no método de
Jaramillo et al. (2016). Terra adubada foi colocada em potes de polipropileno (10 x 20 x
5 cm) até uma altura de 4 cm. Uma amostra de filme de cada concentracdo foi pesada e
enterrada no solo a uma profundidade de cerca de 1 cm. Os potes pldsticos foram
mantidos a temperatura ambiente (25°C), conforme ilustrado na Figura 5, e dgua foi
borrifada duas vezes ao dia a fim de manter a umidade. Em diferentes tempos (1, 6,9 e
12° dia) as amostras foram desenterradas e secas em uma estufa a vacuo a 50°C. Depois

disso, elas foram pesadas.

Figura 5- Filmes colocados sobre a terra (a) e seu armazenamento a

temperatura ambiente (b).
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Fonte: Autor (2020).

3.4. TESTES DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O fungo Colletotrichum gloeosporioides foi adquirido da Funda¢do André Tosello
(Campinas) em dois tubos de ensaio com dgar inclinado, na forma ativa e com biomassa.
A cultura foi armazenada sob refrigeracdo (2 a 10°C) até seu uso. O meio de cultura
Potato Dextrose Agar (PDA) (K25-1022, Kasvi) foi utilizado para o crescimento do

fungo antes de cada experimento.

3.4.1. Cultivo do Colletotrichum gloeosporioides e atividade antifiingica das

NPAg in vitro e in vivo

As anélises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Engenharia
Biol6gica (LiEB, UFSC). Para cada experimento, o fungo Colletotrichum
gloeosporioides foi cultivado em placas de Petri com o meio PDA durante 14 dias a 24°C,
com 12h de fotoperiodo (FURLAN et al., 2010). Apos o crescimento as colOnias foram
raspadas com um rubber e dgua destilada e entdo filtradas utilizando-se um funil e gaze

esterilizada.

3.4.2. Atividade antifiingica in vitro das SFF contendo NPAg

O teste in vitro foi realizado a fim de selecionar a melhor concentracdo de NPAg
para inibir o crescimento de C. gloesporioides. 0,1 mL da suspensdo (10° esporos/mL)
foram distribuidos e espalhados, com uma alca de Drigalski, na superficie de placas de
Petri contendo meio PDA. As SFF com diferentes concentragdes de NPAg (0,1; 0,25; 0,5
e 1,0 %) foram aplicadas nas placas e espalhadas. Placas de PDA com o fungo inoculado
e sem a SFF foram utilizadas como controle. As placas foram encubadas a 24°C por 7

dias (POLTRONIERI; DE AZEVEDO; DA SILVA, 2013).
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3.5. APLICACAO DAS COBERTURAS ATIVAS EM MAMAO PAPAYA

Mamdes Papaya variedade Golden foram comprados no mercado local em
Florianépolis, SC, Brasil. As frutas foram selecionadas de acordo com tamanho, grau de
maturacdo e auséncia de danos fisicos e separados em dois grupos: sanitizados e nao
sanitizados, conforme mostrado na Figura 6. O processo de sanitiza¢d@o foi realizado em
solucdo aquosa de hipoclorito de sédio a 100 ppm por 15 minutos. Frutas ndo sanitizadas
foram lavadas sob dgua potdvel. Em cada grupo haviam quatro diferentes tratamentos:
inoculado (I), ndo-inoculado (NI), controle inoculado (CI) e controle ndo inoculado

(CNI), sendo que o controle corresponde a mamdes sem cobertura.
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Figura 6- Processo de separagdo do mamao em grupos: Inoculado (I), Ndo

Inoculado (NI), Controle Inoculado (CI) e Controle Nao Inoculado (CNI).

I NI CI CNI I NI CI CNI

Fonte: Autor (2020).

3.5.1. Atividade antifingica das coberturas

Mamdoes dos grupos G1 e G2 foram selecionados e feridos superficialmente na parte
oposta ao pedinculo, conforme mostrado na Figura 7, utilizando-se uma espdtula, seguido
pela inocula¢do de 10 uL da suspensdo de esporos contendo 1x10° esporos/mL de C.
gloeosporioides (FAGUNDES et al., 2015). Os mamdes inoculados foram incubados a
24°C durante 24h.
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Figura 7- Mamao ferido superficialmente na parte oposta ao peddnculo.

Fonte: Autor (2020).

Depois da incuba¢do, os mamdes dos dois grupos foram imersos durante 30 s na SFF
contendo 0,25% de NPAg (ver Secdo 4.3.), conforme ilustrado na Figura 8. As frutas

foram secas durante o armazenamento refrigerado a 10°C.

Figura 8- Mamdes inoculados com 10 puL de suspensdo de esporos imersos na

solu¢do de HPMC-NPAg 0,25%.

Fonte: Autor (2020).

Mamdes ndo inoculados foram cobertos seguindo o mesmo procedimento citado
anteriormente. As frutas inoculadas e nido inoculadas sem cobertura, foram utilizadas
como controle. Todas as frutas foram colocadas sobre suportes e armazenadas durante 7
dias a 10°C em uma camara com controle de umidade relativa (UR) 85-90%, seguido por
mais 7 dias a 20°C (85-90% UR), conforme método descrito por Fagundes et al (2015)

com modificagdes.
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A incidéncia da doencga foi avaliada visualmente nos dias 2, 4, 7, 10 e 14° e as frutas
que mostraram qualquer crescimento micelial foram consideradas deterioradas
(FAGUNDES et al., 2015). A severidade da doenca foi determinada pela medida do
diametro da lesdo no 7° e 14° dias do periodo de armazenamento. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.6. INFLUENCIA DA COBERTURA NA QUALIDADE DA FRUTA

A avaliacdo da cobertura na qualidade das frutas seguiu 0 mesmo procedimento
de imersdo descritos no item 3.5.1. em solu¢@o contendo 0,25% de NPAg. As andlises de
qualidade foram realizadas no dia 0 a temperatura ambiente, no 7° dia a 10°C e no 14° dia
a 20°C. As frutas foram avaliadas em andlises destrutivas quanto a qualidade da polpa
(interna) para o pH, acidez titulavel (AT), Solidos Soluveis Totais (SST) e firmeza e ndo

destrutivas para andlises de cor e perda de peso

O pH foi medido utilizando-se um pH-metro (AG 205, Testo, Brasil). AT foi
determinada segundo Maringgal (2020). Aproximadamente 40g de polpa de mamao
foram homogeneizados em 160mL de 4dgua destilada utilizando-se um liquidificador. A
mistura foi filtrada sob vdcuo e as amostras tituladas com 0,1 mol.L"' NaOH, utilizando-
se fenoftaleina 1% como indicador até o aparecimento da coloracao rosa. Os resultados
foram expressos em g de 4cido citrico por 100g de fruta fresca. SST foi medido
utilizando-se um refratdmetro digital (PAL-BX/RI, Atago, China) e os valores foram
expressos em porcentagem (AOAC, 2000). Todas as andlises foram realizadas em

triplicata para cada grupo e tratamento.

3.6.1. Firmeza

A analise de firmeza foi realizada nos dias 0, 7 e 14 de armazenamento, com 0
uso de um texturdmetro (TAXT2i, Stable Micro System, Reino Unido), calibrado com

uma célula de carga de 25kg (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011).
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Uma probe de 2 mm foi utilizada para avaliar a perfuragcdo. A velocidade durante o pré-
teste, teste e pos teste foi de 2 mm.s™, com penetracdo na profundidade de 3 mm durante
10 s (ASMAR et al., 2010). Foram realizadas 3 medidas em diferentes pontos da casca e
4 medidas em pontos diferentes da regido da polpa dos mamdes. Os resultados foram

expressos em Newton (N) e dados pela média entre todas as regides perfuradas.

3.6.2. Analise de cor

A andlise de cor da casca do mamao foi feita seguindo o método proposto por
Cardenas-Pérez et al. (2017), com modificagdes. Os filmes foram colocados em uma
camara com i1luminacao homogénea e as imagens foram obtidas com uma camera (Nikon
D5500, Nikon Corporation, Japdo). As fotos foram tiradas em trés regides diferentes de
cada fruta e foram convertidas utilizando-se o plugin Color Space Converter, que
converte as cores da escala RGB para a escala CIELab. As imagens foram analisadas com
o software ImageJ (v. 1.6.0, National Institutes of Health, Bethesda, EUA). L* é o indice

de luminosidade, a* € a coordenada vermelho/verde e b* € a coordenada amarelo/azul.

Ao final do 7° dia de armazenamento, retirou-se a cobertura de um fruto de cada
grupo sob dgua corrente, utilizando-se o lado macio de uma esponja. Apds 24h, avaliou-

se sua coloragdo.

3.6.3. Perda de massa

Mamoes nao destrutivos de cada grupo foram pesados no primeiro dia (0) e
durante o periodo de armazenamento (7 e 14 dias). A perda de massa (PM, %) foi

calculada utilizando-se a Equagao 6:

PM (%) = %x 100 (6)
0



48

sendo m, e m; as massas das amostras (g) no tempo de armazenamento inicial e nos dias

7/14 de armazenamento, respectivamente (LICODIEDOFF et al., 2016).

3.7. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05) foram
realizadas utilizando o software SAS University Edition (versdo 6.0.16, SAS®).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARATERIZACAO DAS SOLUCOES FORMADORAS DE FILMES (SFF)

Em relacdo ao pH das SFF, observou-se que este parametro diminuiu com o
aumento da concentracdo de NPAg (Tabela 1), devido, provavelmente, ao pH 4cido da

solugdo original de NPAg (pH = 2,12).

Tabela 1- pH, viscosidade (n) e Indice de Polidispersidade (IPD) das SFF solucdes

formadoras de filmes com diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata (NPAg).

NPAg (%) pH p (Pa.s) R2 IPD
0 6,74 0,05 0,09 +£0,014B 0,98 -
0,1 6,51+ 0,048 0,10 + 0,014 0,997 0,42 + 0,034
0,25 6,27 +0,03¢ 0,10 +0,014 0,997 0,25 + 0,028€
0,5 5,88+0,02° 0,09 +0,01*® 0,997 0,27 +0,01€
1,0 5,03+ 0,03" 0,08 £ 0,018 0,998 0,23 +0,018

Todos os valores foram expressos como média + desvio padrao (n = 3).
Médias na mesma coluna seguidas de diferentes letras maitisculas sobrescritas diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0.05).

Fonte: Autor (2020).

No que diz respeito ao tamanho de particula, observou-se que as SFF contendo
diferentes concentracdes de NPAg (0,1%, 0,25%, 0,5% e 1,0%) apresentaram uma
distribuicdo monomodal, com tamanho de particula entre 100 e 500 nm (Figura 9), sendo
o indice de polidispersidade (IPD) das solugdes afetado pela concentracio de NPAg
(Tabela 1). Deste modo, SFF contendo 0,1% de NPAg apresentaram maiores valores de
IPD (0,416 nm) quando comparadas com outras SFF (valores de IPD entre 0,23 — 0,27).
IPD maiores que 0,4 indicam que o sistema tem uma distribui¢do altamente polidispersa.
IPD entre 0,1 e 0,4 sugerem que o sistema pode ser classificado com moderadamente

disperso, tendo uma distribuicdio monomodal (ARDANI et al., 2017). No presente
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trabalho, a acidificacdo das SFF pode induzir ligagdes quimicas entre prata e dtomos de
oxigénio das NPAg e HPMC, respectivamente, reduzindo o IPD das SFF (ver secdo
4.2.5).

Figura 9- Distribuicdo do tamanho de particula das SFF.
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As SFF foram avaliadas com testes de cisalhamento a fim de avaliar a capacidade
de espalhamento das solugdes. As curvas de fluxo apresentaram um comportamento
linear que foi bem ajustado ao modelo da Lei de Newton (R? > 0,997), sendo pouco
alterado pela concentracdo de NPAg (Tabela 1). conforme ilustrado na Figura 10. Além
disso, as curvas de fluxo descendentes e ascendentes das SFF apresentaram
comportamento similar, sugerindo que esses sistemas sdo independentes do tempo
(CHACUA et al., 2016). Com base nos resultados reoldgicos, € possivel sugerir que as
SFF a base de HPMC e NPAg (< 0,5% NPAg p/p) tenham capacidade de espalhamento
similar as solucdes puras de HPMC, favorecendo a aplicagdo de revestimentos na
industria de alimentos (BRAGA et al., 2019; FAGUNDES et al., 2015; FRITZ et al.,
2019; SCARTAZZINI et al., 2019).
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Figura 10- Curvas de fluxo ascendente (a) e descendente (b).
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Fonte: Autor (2020).

Por fim, as SFF apresentaram comportamento ndo tixotrépico, indicando que as
propriedades reoldgicas desse sistema ndo sdo dependentes do tempo. Na literatura,
existem controvérsias sobre a existéncia ou ndo de histerese em solugdes de HPMC.
Morell et al. (2015) observou um comportamento tixotrépico em solugdes de HPMC-leite
, que aumentou com a concentragdo de HPMC. Por outro lado, Zuidam e Nedovic (2010)

afirmam que solugdes de HPMC exibem um comportamento néo-tixotrépico.
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4.2. CARATERIZACAO DOS FILMES NANOESTRUTURADOS

4.2.1. Analise de cor

Os resultados dos parametros de cor para os filmes de HPMC-NPAg (Tabela 2)
diferiram significativamente (p<0,05) entre as amostras analisadas, com excecdo do

pardmetro a*, que apresentou diferenca significativa apenas para o filme contendo 1,0%
de NPAg.

Tabela 2- Andlise de cor para os filmes de HPMC-NPAg.

Cor NPAg (%)
0 0,1 0,25 0,5 1,0
L* 87,15+0,15% 85,2840,32°  84,4620,31° 78,12+0,25¢ 66,02+1,04°
a* -1,12+0,13% -1,04+0,29% -1,03+0,27% -0,71+0,48% 2,96+0,89°
b* -8,15+0,25% -4,7240,32° 2,77+0,25°¢ 16,01+0,37¢ 33,80+0,98°
AE 17,67+0,17% 15,01+0,29° 13,62+0,15°¢ 28,19+0,15¢ 46,63+0,88°

Todos os valores foram expressos como média + desvio padrdo. Médias na mesma linha seguidas de
diferentes letras mintusculas sobrescritas diferem significativamente (p < 0.05).

Fonte: Autor (2020).

Os filmes com menores concentracdes de NPAg 0,1; 0,25 e 0,5%, apresentaram
coloragdo tendendo ao amarelo e, com o aumento da concentracdo das nanoparticulas,
ocorreu mudanga de coloracdo tendendo ao marrom, conforme mostrado na Figura 111.
Este resultado pode ser confirmado pelo aumento nos valores dos parametros a* e b*.
Observou-se ainda uma diminui¢do na luminosidade dos filmes, evidenciada pela
diminui¢do do parametro L*, tornando-se mais opacos em altas concentragdes de

nanoparticulas de prata.
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Figura 11- Cor dos filmes de HPMC-NPAg.

0%NPAg 0,1%NPAg 0,25%NPAg
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Fonte: Autor (2020).

O desenvolvimento de coloragdo marrom pode ser devido ao efeito plasmon
ressonante das NPAg, no qual os elétrons das bandas eletronicas do metal formam um
plasma eletronico que circunda as particulas, podendo ser excitado por luz visivel para
executar oscilagdes plasmon (BECHTOLD, 2011). Na literatura, € possivel encontrar
estudos sobre filmes e solugdes de NPAg apresentando coloragdo desde amarela até
marrom, variando conforme a concentragdo utilizada (JIN, 2001; SCHNEID et al., 2015;
YADAYV; LIU; CHIU, 2019).

4.2.2. Espessura e Morfologia

A espessura dos filmes de HPMC-NPAg foi alterada com a adi¢do de NPAg,
observando-se um aumento nesses valores com o aumento da concentracdo de NPAg,
havendo diferenca significativa (p<0,05) entre a amostra controle € as amostras contendo
NPAg (Tabela 3). Este parametro pode ser influenciado por diversos fatores, dentre eles

a quantidade e tipo de componentes da matriz polimérica e a técnica utilizada (MELO;

MOURA; AOUADA, 2016).
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Tabela 3 - Andlises de caracterizagao dos filmes de HPMC-NPAg.

NPAg (%) Espessura (mm) Angulo de Teor de umidade (%) PVA
contato (°) (g.mm/m2.h.kPa)
0 0,057 +0,025¢ 36,71 + 3,688 25,61 +0,28¢ 0,17 + 0,034
0,1 0,064 + 0,0198 36,59 + 3,898 23,07 +0,81P 0,16 + 0,034
0,25 0,063 + 0,024 36,71 +5,318 25,86 + 0,83AC 0,17 £ 0,074
0,5 0,075 +0,0374 36,76 + 2,828 29,24 + 0,58 0,20 + 0,024
1,0 0,076 + 0,029 62,57 + 5,374 28,15 + 1,288 0,19 + 0,024

Todos os valores foram expressos como média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas de
diferentes letras maiusculas sobrescritas diferem significativamente (p < 0.05).

Fonte: Autor (2020).

Arfat et al. (2017) e Roy, Shankar and Rhim (2019) também observaram
comportamento similar em filmes de pele de peixe contendo nanoparticulas de ouro e

prata e filmes de carragena adicionados de NPAg, respectivamente.

As micrografias de MEV obtidas das superficies e secdes transversais dos filmes
mostraram que estes materiais apresentaram superficie homogénea, sem separacdo de
fases, indicando que a homogeneizacdo dos componentes foi satisfatoriamente alcancada,
conforme ilustrado na Figura 122. Este resultado pode ser devido a ligagdes quimicas
entre as cadeias de HPMC e NPAg. Por outro lado, na literatura, nanoargilas,
nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) e nanocristais de celulose induziram
separacdo de fases em filmes de amido, HPMC e amido/poli (dlcool vinilico),
respectivamente, como consequéncia da repulsdo eletrostitica entre as cadeias
poliméricas e as nanoparticulas (CANO et al., 2015; FONSECA et al., 2020; VALENCIA
et al., 2015)
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Figura 12- Micrografia da superficie e se¢do transversal dos filmes.
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Também foi possivel observar nas imagens de superficie (Fig. 12 j e m) e secao
transversal (Fig. 12 k e n) uma mudancga aparente na rugosidade, conforme a concentra¢io
de NPAg foi aumentando, indicando que a incorpora¢do de NPAg na matriz de HPMC
gerou o aparecimento de relevos na superficie dos filmes. Resultado similar foi obtido
por Fonseca et al. (2019) para filmes de HPMC adicionados de nanoparticulas de TiOx.
O aparente aumento na rugosidade dos filmes deve-se a formacao de aglomerados entre

o HPMC e as NPAg durante a secagem do filme.

A andlise de EDS evidenciou a presenca de sinais de carbono e oxigénio,
caracteristicos da estrutura do HPMC, que é um polimero constituido de carbono-
hidrogénio-oxigénio (SHI; HUANG, 2016) . Observou-se também que a linha espectral
medida para a prata aparece em todos os filmes nos quais as NPAg foram adicionadas,

evidenciando sua presenca nos filmes

4.2.3. Teor de umidade e Angulo de contato

O teor de umidade dos filmes contendo até 0,25% NPAg oscilou entre 23 e 26%
(Tabela 3), sendo tipicos de filmes de HPMC (FONSECA et al., 2020). Por outro lado, o
teor de umidade de filmes contendo 0,5% NPAg aumentou em aproximadamente 14%
em comparac¢do ao filme controle. Este resultado estd em concordincia com os resultados
de espessura dos filmes e pode estar associado a formacdo de aglomerados de
HPMC/NPAg estabilizados com moléculas de dgua. Todavia, o aumento dos valores de

umidade ndo € desejado em materiais de embalagem de alimentos (MATHEW et al.,

2019).

Os valores de angulo de contato para os filmes de HPMC-NPAg ficaram por volta
de 36,71+5,31°, sem efeito da adicdo das NPAg (p>0,05), indicando que o caréter
fortemente higroscopico do HPMC e glicerol controlaram este parametro (VALENCIA
et al., 2016). Todos os filmes apresentaram superficies hidrofilicas (angulo de contato <
90°) e sao adequados para serem aplicados em produtos alimenticios com teor de umidade

intermediario e baixo (JUNG; BHUSHAN, 2006; VALENCIA et al., 2019)
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4.2.4. Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA), oxigénio (0O2) e dioxido de
carbono (CO2)

Os valores de PVA dos filmes de HPMC-NPAg oscilaram entre 0,16 e 0,20
g.mm/m2.h.kPa, sem efeito da adicio de NPAg (p > 0,05). Portanto, a natureza
higroscépica do HPMC e do glicerol foi a responsavel por controlar a PVA através dos
filmes. Estes resultados foram tipicos de materiais que contém HPMC em sua composi¢cao
(FONSECA et al., 2020) e comparaveis aos valores de PVA informados em filmes de
nanoestruturas baseados em amido de milho e NPAg (ORTEGA et al., 2017), podendo
desta forma ser considerado um material com futuras aplicacdes em embalagens de

alimentos.

Outras propriedades fisico quimicas pouco impactadas pelas NPAg foram as
permeabilidades ao O, e CO», que oscilaram entre 2,31.10" e 2,76.10"!! mol.um/m?.s.Pa
e entre 2.49.10° ¢ 4,12 x 10! g.um/m?.s.Pa, respectivamente. As permeabilidades ao
02 e CO; foram tipicas de filmes de HPMC plastificados com glicerol (SILVA et al.,
2019). Em geral, os filmes tiveram permeabilidade ao CO> dez vezes maior do que a
permeabilidade ao O, podendo este comportamento ser associado ao maior coeficiente
de solubilidade do CO», fazendo com que dissolva-se mais facilmente na matriz
hidrofilica formada nos filmes (MUJICA-PAZ; GONTARD, 1997). Os resultados de
barreira a gases obtidos neste trabalho para os filmes de HPMC-NPAg foram similares
aos informados em coberturas aplicadas para o armazenamento de frutas durante sua vida

p6s colheita (FAGUNDES et al., 2014; TOSATI et al., 2015).
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4.2.5. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR) e Difracao de Raios X (DRX)

O espectro FTIR do filme a base de HPMC apresentou diversas bandas tipicas da
estrutura de HPMC e glicerol (Figura 13). Observou-se alongamento dos grupos O-H
(3400 cm™), relacionado as ligacdes de hidrogénio intermoleculares do HPMC e glicerol
(SAHOO; CHAKRABORTI; BEHERA, 2012) e alongamento das ligacdes C-H (2928
cm’! e 1370 cm'1) devido a presenca dos grupos CH e CH; da celulose (KADAM et al.,
2019; RIBEIRO et al., 2016). Bandas na regifio entre 1200 e 900 cm™ foram associadas

a vibragado das ligacdes C-O, C-C e C-O-H das cadeias de HPMC (FONSECA et al., 2020;
SUEIRO et al., 2016).

A mudanca mais notdvel no espectro FTIR dos filmes de HPMC com a adic¢do de
NPAg foi o aumento da intensidade no pico de 1657 cm™, associado a vibracdo de
alongamento da ligacio Ag-O (KUMAR; RANI, 2013). Este resultado sugere que os

atomos de prata das NPAg podem formar ligagdes quimicas com os dtomos de oxigénio

do HPMC.

Figura 13- Espectro FTIR dos filmes de HPMC-NPAg.
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Fonte: Autor (2020).



59

Os filmes a base de HPMC apresentaram difratograma tipico de material
semicristalino (Figura 14), sendo observado um pico em 20 = 9,5°, associado ao
empacotamento lateral intermolecular entre as cadeias de HPMC e uma banda em
20=21,4°, atribuida a dispersao difusa das fibras de HPMC (FONSECA et al., 2020;
ROTTA; MINATTI; BARRETO, 2011; VIJAYASHREE; SHESHAPPA RAI;
DEMAPPA, 2016). O pico observado previamente em 20 = 9,5° deslocou-se para a
esquerda nos filmes com adicio de NPAg. Além disso, notou-se um aumento de
intensidade na banda 26=21,4 °, bem como novos picos de difracio em 20 = 32,2° e
46,8° com a adicao de NPAg. Esses picos (20 = 32,2° e 46,8°) sdo caracteristicos da
estrutura cubica de face centrada (CFC) da prata metdlica (International Centre for

Diffraction Data- ICDD).

Figura 14- Difratogramas de DRX dos filmes de HPMC-NPAg.
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Fonte: Autor (2020).
Os resultados de FTIR e DRX demonstraram que a estrutura dos filmes de HPMC
foi modificada com a adicao de NPAg, alterando o empacotamento lateral intermolecular

entre as cadeias de HPMC por meio de ligagdes Ag-O.
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4.2.6. Calorimetria diferencial exploratoéria (DSC)

A andlise térmica dos filmes de HPMC-NPAg mostrou, na primeira varredura,
curvas relacionadas a materiais semi-cristalinos, tendo transi¢des endotérmicas de
primeira ordem relacionadas a fusdo da fracdo cristalina (Tm), podendo ser vistas na
Figura 155a. Os filmes controle e filmes contendo 0,1 e 0,25% de NPAg mostraram
valores de Ty, oscilando entre 43,4 ¢ 56,4°C, sem alteragdes relevantes. Por outro lado,
maiores valores de T, foram observados nos filmes contendo 0,5% de NPAg, sugerindo

a formacdo de uma estrutura cristalina mais estdvel entre HPMC e NPAg.

Figura 15- Termogramas referentes ao primeiro (a) e segundo (b) ciclos de aquecimento dos

filmes de HPMC-NPAg.
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Fonte: Autor (2020).

Na segunda varredura, as curvas de DSC dos filmes foram tipicas de filmes
amorfos (Figura 15b), portanto ndo foi possivel visualizar a temperatura de transi¢do
vitrea (Tg). A dgua, juntamente com o glicerol, age como plastificante, mudando a
estrutura fisica dos filmes através da diminui¢do das forgcas intermoleculares entre as
cadeias poliméricas, aumentando sua mobilidade e resultando em menores valores de T,

(Ty <-50 °C) (TREENATE; MONVISADE; YAMAGUCHI, 2015).
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4.2.7. Propriedades mecanicas

De modo geral, as propriedades mecanicas dos filmes ndo tiveram diferencas
significativas com a adicdo de NPAg (p>0,05). Os valores de médulo de Young (E),
alongamento na ruptura (€) e maxima resisténcia 2 tra¢io (o) oscilaram entre 5,1. 10 *e
6,8. 10 * MPa, 21,7 e 26,9 MPa e 21,4 ¢ 35,2 %, respectivamente. Estes resultados
sugerem que as propriedades de rigidez e resisténcia do HPMC foram mais substanciais
do que as propriedades mecanicas das NPAg nos filmes. No presente trabalho, as
propriedades mecanicas dos filmes sdo compardveis as informadas para filmes de
polietileno de baixa densidade (PEBD) (BUMBUDSANPHAROKE; LEE; KO, 2018),
no entanto, elas foram melhores do que as informadas em filmes de coldgeno e gelatina
adicionados de nanoargilas e nanoparticulas de TiO> (FONSECA et al., 2020;
VALENCIA et al., 2016, 2019).

4.2.8. Solubilidade em agua e teste de desintegracio

A solubilidade em 4dgua é um parametro importante na degradabilidade de filmes
poliméricos. Para os filmes contento NPAg, foi possivel observar a dissolu¢do rdpida
destes no tempo aproximado de 2 h a 22°C. Todos os filmes de HPMC-NPAg
apresentaram 100% de solubilidade em agua, ndo havendo influéncia da adi¢do das
nanoparticulas sobre esta propriedade. Esta alta solubilizacdo deve-se ao cardter
altamente polar do HPMC, que confere alta hidrofilicidade aos filmes (ROTTA et al.,
2009). Na literatura, resultados similares sdo encontrados para o HPMC. Sousa (2016)
obteve solubilidade de 99% enquanto que Rotta et al. (2009) observaram a total
solubilidade em dgua para filmes produzidos com HPMC puro e, quando adicionados de
quitosana, houve reducdo da solubilidade em 4dgua. Quanto a adicdo de NPAg, ndo tem-
se dados na literatura sobre a solubilidade em agua para filmes de HPMC adicionados
destes nanocompdsitos, no entanto, estudos realizados com filmes de
Carboximetilcelulose-NPAg (FURLANETTO, 2014) mostraram que a adigdo das
nanoparticulas diminuiu significativamente a solubilidade dos filmes, devido a redugao

das interagdes entre o polimero e as moléculas de dgua.
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A desintegracdo, assim como a solubilidade, foi rapida para os filmes com e sem
NPAg. Apos 24h sob terra, ndo foi possivel encontrar os filmes para desenterrar, uma vez
que todos ja haviam se degradado. Sendo assim, o teste jd foi encerrado no dia 1 e os
filmes de HPMC-NPAg foram considerados 100% biodegraddveis. O HPMC, por si s0,
¢ um material renovavel, biocompativel e biodegraddvel (SILVA et al., 2019). Ndo ha,
no entanto, estudos sobre a degradabilidade deste material quando na forma de filmes,

bem como sobre o efeito das NPAg na biodegradabilidade desta matriz.

4.3. ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS NANOPARTICULAS DE PRATA EM
COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES

A atividade antifingica foi determinada apds o periodo de incubacdo. Apds esse
periodo, as placas controle, que continham apenas o patégeno inoculado, sem a SFF de
NPAg, mostraram a presenga do fungo C. gloeosporioides, caracterizado pela presenca
de colonias da cor salmio (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.6a). De todas as d
iferentes concentracdes de NPAg avaliadas (0,1; 0,25, 0,5% e 1,0 %), observou-se que
solucdes contendo NPAg > 0,25 % apresentaram atividade antifingica (Erro! Fonte de r
eferéncia nao encontrada.6b). Assim, a concentragdo de 0,25 % de NPAg foi a menor
concentragdes na qual houve inibicdo no crescimento do C. gloeosporioides. Esta

concentracdo de NPAg foi escolhida para ser aplicada aos mamoes.

Figura 16- Placas sem (a, b, ¢) e com (d,e) a SFF de HPMC-0,25% NPAg.

Colanias de C. gloeosporioides Colénias de C. gloeosporioides Colénias de C. gloeosporioides

Fonte: Autor (2020).
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4.4. EFEITO ANTIFUNGICO DAS COBERTURAS CONTENDO NPAg

Mamdes G1CNI mostraram a presenca de C.gloeosporioides na regiao do
pedunculo apd6s 7 dias (a 10°C, Fig 17 e) e mamdes do G2CNI ap6s 10 dias (a 20°C, Fig
17f) de armazenamento, respectivamente. Mamdes dos grupos GICI e G2CI
apresentaram o crescimento do fungo apés 10 dias de armazenamento a 20°C (Figura 17

b,d).

Os frutos dos grupos G1 e G2 (I, NI, ver secdo 3.5) ndo mostraram incidéncia da
doenca (0%) apds 14 dias de armazenamento (Figura 17 h,j,1,n), sugerindo que a cobertura

de HPMC-0,25%NPAg foi efetiva para inibir e prevenir o desenvolvimento do patégeno.



Figura 17- Crescimento do fungo C.gloeosporioides nos mamoes no dia 0 (a, c, g, i, k e m), dia 7 (e), dia 10 (b, d,
f)edia 14 (h, j,len)

GICNI G2CNI

g

GI1I

k)

GINI G2NI
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4.5. INFLUENCIA DA COBERTURA NA QUALIDADE POS COLHEITA DOS
FRUTOS

Os valores de pH da polpa dos mamdes analisados, ndo diferiram
significativamente (p>0,05) entre os tratamentos. Houve diferencas significativas (p <
0,05), no entanto, dentre os dias de armazenamento (Erro! Fonte de referéncia nio e
ncontrada.4). Além disso, os resultados de Acidez Tituldvel (AT) mostraram um
aumento com o tempo de armazenamento, sendo atribuidos as reacdes de
amadurecimento e senescéncia, tipicas de frutos climatéricos como o mamao (TRIGO et
al., 2012). O conteudo de Solidos Soluaveis Totais (SST) das frutas aumentou com o tempo
de armazenamento e amadurecimento das frutas, variando entre 9,33 e 11,33 °Brix. Este
aumento pode ser atribuido a hidrélise do amido a acticar, com o avangco da maturagcdo
(ZUHAIR et al.,, 2013). Na presente pesquisa, os resultados de SST estio em
concordincia com os informados na literatura para mamdes Golden em diferentes

estdgios de maturagao (PE et al., 2015; ZUHAIR et al., 2013).
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Tabela 4- Influéncia da cobertura a base de HPMC com e sem adicdo de NPAg na polpa de mamao papaya cv Golden.

Analise Dias Tratamentos
GICNI" GI1CI** GINI#** GIT*#** G2CNI G2CI G2NI G2I
0 5.55+0.0142 5.53+0.024a 5.62+0.014%® 5.59+0.0142 5.48+0.06%° 5.46+0.024¢ 5.68+0.02Ab 5.59+0.0142
pH 5.51+0.0182 5.50+ 0.03B2 5.41+0.028° 5.51+0.14AB¢ 5.39+0.028° 5.37+0.018° 5.58+0.0184 5.49+0.0282
14 5.34+0.02C 5.32+0.01C® 5.51£0.01¢ 5.41£0.01¢ 5.18+0.02¢° 5.20+0.03® 5.45+0.03% 5.43+0.03%
AT 0 0.054+0.0142 0.052+0.0242 0.064+0.014° 0.068+0.014¢ 0.055+0.0142 0.053+0.0242 0.071£0.0144 0.067+0.014b
(g 4cido 7 0.067+0.01Bac 0.065+0.01Ba¢ 0.075+0.018° 0.07240.034abe 0.073+0.028a> 0.067+0.01Ba¢ 0.076+0.014° 0.066+0.024¢
citrico/100 g 14 0.089+0.01¢ 0.091+0.02¢ 0.0810.02¢ 0.101£0.015° 0.090+0.01¢ 0.089+0.01¢ 0.102+0.015° 0.111£0.015°
polpa)
SST (°Brix) 0 9.33+0.2142 9.60+0.1942 9.83+0.0642 9.60+0.2642 9.33+0.4742 9.61+0.2342 9.63+0.2142 9.87+0.0642
7 12.70+0.3682 12.89+0.1282 12.67+0.21B 12.77+0.2588 12.07+0.065° 12.72+0.358® 12.93+0.1182 12.70+0.358
14 13.57+0.60% 13.62+0.25% 13.33+0.25% 13.90+0.036%* 13.77+0.11 13.71£0.24% 13.67+0.58% 13.70+0.10
Perda de 0 0 072 0048 00 A 0044 0048 0048 0 042 0042
massa (%) 7 4.01+0.0282 3.53+0.028a 3.25+1.0882 2.61+0.4882 3.50+0.0382 3.58+0.258a 2.74+0.7282 2.63+0.368
14 4.03+0.4882 4.05+0.0582 3.89+0.74B2 3.41+0.0682 4.03+0.3482 4.04+0.0382 3.50+0.9582 3.20+0.06%
Firmeza da 0 1.56+0.4943 1.61+0.5742 1.4940.774a 1.2740.414a 1.55+0.45%2 1.51+0.40%2 1.41+0.594a 1.3840.5642
polpa (N) 7 0.72+0.11Bab¢ 0.84+0.07820¢ 0.55+2.888¢ 0.61+0.168* 1.1240.27ABb 0.92+0.18Babe 1.01+0.30AB 0.62+0.118B
14 0.31+0.1382 0.41+0.138 0.30+6.1282 0.51+0.18B 0.82+0.288° 0.50+0.178® 0.50+0.178ab 0.60+0.28Bab
Firmeza da 0 16.01+2.5343 15.51+2.06%2 13.1245.874® 10.99+1.0942 10.98+0.6542 11.3740.3942 10.43+0.65%2 10.67+0.3042
casca (N) 7 11.01£2.62/B 10.130.748a® 11.47£2.208° 8.45+1.21Ba 9.05+0.578® 9.38+0.675® 8.860.51B® 9.38+0.198®
14 6.10+2.538a 6.16+1.79¢ 7.26+3.5082 6.24+0.74% 6.22+0.86< 6.66+0.71¢ 6.31+0.60% 6.78+0.34%

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas de diferentes letras maidsculas sobrescritas, para a mesma andlise, diferem

significativamente (p < 0.05). Médias na mesma linha seguidas de diferentes letras mindsculas sobrescritas, diferem significativamente (p < 0.05). Armazenamento 7 d/10°C

+7 d/20°C *CNI: Controle Nio Inoculado; **CI: Controle Inoculado; ***NI: Nao Inoculado; ****I: InoculadoFonte: Autor (2020)
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4.6. PERDA DE MASSA

A perda de massa ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os dias 7
e 14 de armazenamento para todos os tratamentos, com exce¢ao do G2I (Erro! Fonte de r
eferéncia nao encontrada.4). Frutos controle (CNI e CI dos grupos G1 e G2) registraram
as maiores perdas de massa, variando entre 3,50 e 4,01% e entre 4,03 e 4,05% apds 7 e
14 dias de armazenamento, respectivamente. Por outro lado, frutos cobertos (I e NI, dos
grupos G1 e G2) apresentaram valores de perda de massa oscilando entre 2,61 e 3,25% e
entre 3,41 e 3,89% apds 7 e 14 dias de armazenamento, respectivamente. A menor perda
de massa apresentada pelos frutos cobertos pode ser explicada pela reducdo da

transpiracao nesses frutos devido a presenca da SFF (REBOUCAS et al., 2013).

4.7. COR

Os resultados da analise de cor s@o mostrados na Tabela 5. Foi observado que a
coordenada L* e a coordenada a*diminuiram para todos os mamades e seus tratamentos
em comparacdo com o dia inicial de andlise (dia 0), indicando o amadurecimento das
frutas. Particularmente, frutas cobertas mostraram menores valores de L*, podendo ser
devido a leve coloragdo marrom das SFF (TRIGO et al., 2012). Por outro lado, os valores
de b*, que representam a tendéncia a cor amarela, aumentaram com o tempo de
armazenamento para os mamades controle (CNI e CI dos grupos G1 e G2), indicando seu
amadurecimento. No entanto, valores de b* para mamdes cobertos permaneceram
constantes durante o tempo de armazenamento (p>0,05), sugerindo que a cobertura
impediu a mudanga de cor na casca das frutas. Apesar de nao ter havido mudanca de cor,

os mamdes amadureceram, conforme mostrado pelos testes discutidos na secdo 4.5



Tabela 5- Influéncia da cobertura a base de HPMC com e sem adicdo de NPAg na cor de mamao papaya cv Golden.

Tratamento Cor

L*
a*

b*

G1 CNI

Gl1CI

G1 NI a*

G2 CNI

G2 CI

Dias de armazenamento

0
73,9042,54A
-16,40+4,6442
46,57+3,84A8a
73,01£1,754%®
-15,8343,6742
47,1143,37ABa
57,09+5,258¢Cab
-18,2243,34ABa
50,9045,7648a
49,9144,648Da
-20,40+3,6948a
45,1843,52ABa
73,7542,6042
-20,79+4,78ABa
45,87+4,33A8a
72,8942,1542
-21,79+2,60482
46,72+4,43A8a

2
75.31£2.9140
-13.3745.23A®
56.18+4.28A®
74.38+2.494°
-11.06£0.94A®
56.33£3.104°
57.56+6.865°
-17.99+3.78AB2
47.89+6.42A8a
48.19+5.33C
-18.49+3.894B2
42.76+5.3582
74.8543.7042
-19.49+6.54AB2
54.84+3.86"2
72.56+1.6142
-20.34+4.27ABa
50.99+3.32A®

4
74.3143.684®
-12.8345.384%
58.6416.024b
72.4442 384
-10.33£1.7240
58.82+5.314b
58.7945.748b
-16.56+3.18ABa
53.07+5.74A8a
52.13+4.918C2
-19.2314.364Ba
45.20+2.318
75.1943 4448
-19.5047.494Ba
55.2845.8342
71.70£0.964%
-18.96+4.96%%
54.7945.054%

7
71.88+4.762%®
-11.1444.974%

57.7446.374°
71.70+3.774%
-8.9142.06A°
58.2745.514P
50.41+5.86B8Cabe
-15.28+3.2748a
47.7245.44A8C
41.88+5.678Pac
-17.86+3.488a
42.30+4.258¢C
68.17+5.7342
-17.62+6.058
52.86+6.454B2
67.5243.014
-17.01+6.3882
55.67+5.31ABb

10
68.01+5.5442
-9.89+4.70A%
60.02+6.024°
67.665.074
-8.50+2.894°
60.0246.104°

47.84+6.408C
-14.57+3.0442
46.90+5.58BCDa
38.13+4.34BDc
-16.20+3.5542
40.80+4.37¢Pa
66.41+6.7842
-16.21+6.98%2
52.09+6.154B2
66.02+3.334¢
-16.15+6.3242
55.81+5.17ABb

14
70.11:£4.22A0
-6.61+5.47Ab
59.146.83Ab
69.22:4. 500
-6.77+2.87Ab
60.68:4.75Ab
47.15+5.44BC¢
-13.406.08AB:
45.5145.49BCDs
38.21:44.788P
-15.7743.53A
40.1424.68CP
68.86:+6.544
-11.736.82A8s
55.03+6.59AB
63.87+4.22A¢
-13.26+6.39A8:
57.55+6.594Bb

Todos os valores foram expressos como média + desvio padrao.
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Médias na mesma coluna seguidas de diferentes letras maitisculas sobrescritas, para a mesma andlise, diferem significativamente (p < 0.05). Médias na mesma linha seguidas

de diferentes letras mintdsculas sobrescritas, diferem significativamente (p < 0.05).

Fonte: Autor (2020).
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No que diz respeito a mudanga de cor em cada mamdo que a cobertura foi
removida previamente, observou-se um aumento nos valores de b* em aproximadamente
2 unidades, indicando que a fisiologia do mamao relacionada foi ativada apds a remocao
da cobertura. Este comportamento é desejado nos revestimentos de alimentos uma vez
que é um material que pode ser utilizado para prolongar a vida p6s colheita sem modificar

a fisiologia da fruta (FRITZ et al., 2019).

4.8. FIRMEZA

A firmeza da polpa e casca dos mamdes diminuiu significativamente (p<0,05)
durante o tempo de armazenamento para todos os tratamentos (Erro! Fonte de r
eferéncia nao encontrada.4). Os valores de firmeza para os mamdes no primeiro dia de
armazenamento foram tipicos de frutas nos estigios iniciais de maturacdo (BRON;
JACOMINO, 2006). O amadurecimento de frutas estd relacionado a mudangas em sua
textura, associadas ao amolecimento. Durante o amadurecimento, ocorrem modificacdes
na pectina e hemicelulose da parede celular, com o aumento da solubilizacdo das pectinas
e a perda da firmeza dos tecidos ao longo deste processo (GHAIL; GUPTA; GUPTA,
2016). Com base nos resultados de firmeza, € possivel sugerir que a SFF contendo 0,25%

de NPAg ndo alterou o amadurecimento dos mamdoes durante o armazenamento.
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5. CONCLUSAO

No presente trabalho, solucdes formadoras de filme (SFF) e filmes de
nanocompdsito a base de HPMC e NPAg foram produzidos e caracterizados com sucesso,
bem como o efeito antiftingico de coberturas de HPMC-NPAg contra o crescimento de
Colletotrichum gloeosporioides em mamdes papaya cv Golden. Os resultados mostraram
que a adi¢cdo de diferentes concentragdes de NPAg induziu alteracdes no pH das SFF e
mudou a rugosidade dos filmes. A morfologia da superficie e secdo transversal dos filmes
indicou dispersdo homogénea das NPAg. A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foi
controlada pelo HPMC e glicerol devido a sua natureza higroscopica. Portanto, a PVA
obtida foi tipica de materiais de HPMC, bem como a permeabilidade ao Oz e CO, sendo
apropriado para a aplicagdo em frutas. A espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) dos filmes mostrou ligacdes Ag-O, sugerindo ligacdes
quimicas entre os atomos de prata das NPAg e dtomos de oxigénio do HPMC. A adi¢do
de NPAg na matriz de HPMC ndo influenciou na desintegragdo do filme, fato que pode
ser positivo uma vez que € possivel obter filmes e coberturas antimicrobianas que ndo

demorem para se degradar no meio ambiente.

Em relagdo a acao antifiingica das coberturas de HPMC-NPAg a partir do método
de sobreposi¢ao de dgar in vitro, verificou-se que a concentracdo de 0,25%NPAg foi a
concentracdo minima de NPAg necessdria para inibicdo do crescimento do fungo, sendo,
portanto, utilizada para cobertura dos mamdes. Assim, mamdes inoculados e ndo
inoculados foram revestidos com a SFF contento 0,25% NPAg. Durante os 14 dias de
armazenamento, nao foi observado crescimento flingico, mostrando a efetividade desta

concentracdo de NPAg na inibi¢io e prevencdo do crescimento do fungo C.
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gloeosporioides. Além disso, a cobertura preservou a fisiologia e qualidade pds colheita

dos mamdes avaliados quanto a cor, firmeza, perda de massa e sélidos soldveis totais.

Deste modo, concluiu-se que a cobertura a base de HPMC-0,25%NPAg pode ser
uma alternativa para evitar o desenvolvimento do C.gloeosporioides e melhorar a vida

util do mamao cv Golden.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros sugere-se o seguinte:
- Avaliar a toxicidade da solucdo de NPAg.
- Avaliar a migracdo das NPAg da cobertura para a polpa do mamao.
- Estudar o efeito da aplicacdo da cobertura na produc¢do de etileno do mamao.

- Estudar a possibilidade de aplica¢do dos filmes a base de HPMC e NPAg em outras

frutas.
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