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BIOATIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE CRAVO (Syzygium aromaticum) E
DE REVESTIMENTOS COM FECULA SOBRE A ANTRACNOSE EM MAMAO NA
POS-COLHEITA

Autora: Daniele de Vasconcellos Santos Batista
Orientadora: Franceli da Silva

RESUMO: A espécie Syzygium aromaticum (L.) conhecida popularmente como
cravo é rica em Oleo essencial que apresenta propriedades biolégicas, a exemplo
da atividade antifungica. Objetivou-se analisar o efeito do 6leo essencial de cravo
no controle do Colletotrichum gloeosporioides e de revestimentos a base de fécula
de mandioca e oOleo essencial de cravo no controle da antracnose, bem como nas
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais em mamao na pos-colheita. O 6leo
essencial de cravo (OEC) foi obtido por hidrodestilacdo e analisado por
cromatografia gasosa e espectrometria de massas. Inicialmente, analisou-se in vitro
a percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM), o indice de velocidade
do crescimento micelial (IVCM) e a producao de esporos do fungo cultivado em oito
concentragcdes do OEC (0; 150; 300; 450; 600; 750; 900 e 1000 plL-). A avaliagcéo
da concentracdo minima inibitoria (CMI) e da germinacao de esporos deu-se a partir
de cinco concentracdes (7400; 3700; 1850; 925 e 425,5 plLt). Posteriormente,
investigou-se o efeito dos revestimentos OEC e suspensao fécula de mandioca
(SFM), associada ou ndo ao OEC em mamd®es das variedades Alianca e Golden
THB. O impacto dos revestimentos no controle da antracnose, nas caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais foram avaliados nos frutos armazenados em
temperatura ambiente. Os resultados apontam o eugenol como composto
majoritario do OEC, com representacdo de 83,09%. O Oleo exerceu atividade
antifangica in vitro, reduzindo a producao de micélio e o seu IVCM. A paralizacdo
da esporulacdo ocorreu em concentracdo superior a 750 plLt e a partir da CIM
(1850 pIL) houve reducédo crescente no percentual dos esporos germinados. Ao
avaliar a acdo antifungica dos revestimentos comestiveis observou-se que a
presenca da SFM isolada se destacou no controle da antracnose nos frutos das
duas variedades, entretanto, a associacdo do SFM+OEC também apresentou
inibicdo no desenvolvimento e velocidade de crescimento da lesdo, com médias
superiores aos controles nas duas variedades estudadas. Nao houve impacto dos
revestimentos nas caracteristicas fisico-quimicas, contudo, interferiram na
aceitacdo sensorial dos mamdes. Para os provadores, os revestimentos SFM e
OEC, aplicados isoladamente (variedade Golden THB) e o revestimento composto
SFM+OEC (variedade Alianga) proporcionaram caracteristicas sensoriais e
intencdes de compra semelhantes ao controle. Conclui-se que o OEC apresentou
atividade antifungica in vitro contra o C. gloeosporioides, porém para o controle da
antracnose, sugere-se a utilizacdo dos revestimentos a base de SFM por retardar
o desenvolvimento da doenca, proporcionar boa aceitagcdo sensorial e manter
inalteradas as caracteristicas fisico-quimicas dos mamdes na pos-colheita.
Palavras-chave: Carica papaya, atividade antifangica, revestimento
polissacarideo, pelicula comestivel, planta medicinal.



BIOACTIVITY OF ESSENTIAL CLOVE OIL (Syzygium aromaticum) AND
COATING WITH STARCH ON POSTHARVEST ANTHRACNOSIS IN PAPAYA
Author: Daniele de Vasconcellos Santos Batista

Advisor: Franceli da Silva

ABSTRACT: A species of Syzygium aromaticum (L.) popularly known as clove is
rich in essential oil that has a biological characteristic, such as antifungal activity.
The objective of this study was to analyze the effect of clove essential oil on the
production control of Colletotrichum gloeosporioides and cassava starch and clove
essential oil coatings on the control of anthracnose, as well as on the
physicochemical and sensory characteristics of post-harvest papaya. Clove
essential oil (OEC) was obtained by hydrodistillation and analyzed by gas
chromatography and mass spectrometry. Initially, the percentage of mycelial growth
inhibition (PICM), the mycelial growth rate index (IVCM) and the spore production
of the fungus cultivated at eight OEC concentrations (0; 150; 300; 450; 600, 750,
900, and 1000 pL?). The minimum inhibitory concentration (MIC) and spore
germination were evaluated from five concentrations (7400; 3700; 1850; 925 and
425.5 plL1). Subsequently, we investigated the effect of OEC coatings and cassava
starch suspension (SFM), associated or not with OEC on papayas of the Alliance
and Golden THB varieties. The impact of coatings on anthracnose control,
physicochemical and sensory characteristics were evaluated in fruits stored at room
temperature. The results indicate eugenol as the major compound of the OEC, with
83.09%. The oil exerted antifungal activity in vitro, reducing mycelium production
and its IVCM. Sporulation paralysis occurred at a concentration higher than 750 pIL-
1 and from MIC (1850 pIL?) there was a growing reduction in the percentage of
germinated spores. In evaluating the antifungal action of edible coatings, it was
observed that the presence of isolated SFM stood out in the control of anthracnose
in fruits of both varieties, however, the association of SFM + OEC also showed
inhibition in the development and growth rate of the lesion, higher than the controls
in the two varieties studied. There was no impact of the coatings on the
physicochemical characteristics, however, interfered with the sensory acceptance
of papayas. For the tasters, SFM and OEC coatings applied alone (Golden THB
variety) and SFM + OEC composite coating (Alliance variety) provided sensory
characteristics and purchase intentions similar to control. It was concluded that the
OEC showed antifungal activity in vitro against C. gloeosporioides, but for the
control of anthracnose, it is suggested the use of SFM based coatings to retard the
development of the disease, provide good sensory acceptance and keep
unchanged, physicochemical characteristics of post-harvest papayas.

Keywords: Carica papaya, antifungal activity, cassava starch, polysaccharide
coating, medicinal plant.



REFERENCIAL TEORICO

Plantas medicinais

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) planta medicinal é todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-
sintéticos (Veiga Junior, Pinto e Maciel, 2005). A utilizacdo da flora com fins
medicinais hasceu com a humanidade, sendo considerada uma das praticas mais
antigas de prevencao, tratamento e cura de doencas (Firmo et al., 2011), em virtude
dos compostos biologicamente ativos.

A literatura indica o uso de fitoterapicos, medicamentos preparados com
plantas medicinais, por milhares de anos desde as civilizagdes mais antigas como
a chinesa e a indiana (Firmo et al., 2011; Carvalho, 2012; Gakuya et al., 2013).
Estima-se que, nos dias atuais, pelo menos 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento fagam uso de plantas. As provaveis razdes para esse crescimento
€ a disponibilidade dos vegetais, 0 baixo custo e a auséncia ou minimizacdo de
efeitos colaterais quando comparados com a terapia convencional medicinal (Firmo
et al., 2011; Souza et al., 2013; Eddoukus et al., 2017). Em média, 71% dos novos
medicamentos aprovados desde 1981 derivam de produtos naturais e 0s estudos
etnoboténicos sdo os guias mais confiaveis para os seres humanos utilizarem os
recursos abundantes de ervas que a natureza tem para oferecer (Guzel et al.,2015).

No Brasil, grande parcela das plantas medicinais sao cultivadas em pequena
escala por agricultores familiares. Ha produtores que optam em manter as plantas
no campo por ndo reconhecerem o potencial de venda ou comercializam as mudas,
folhas ou raizes separadamente em feiras livres. Lopes et al. (2013) argumentam
gue o mercado brasileiro parece ainda ser muito receptivo as receitas tradicionais
com plantas medicinais, sendo pouco exigente quanto a sua validacao cientifica.
Entretanto, os diversos ramos industriais exploram os bioativos das plantas
medicinais e 0s produtores necessitam se preparar para atender a esse mercado.

De acordo com Varela e Azevedo (2014) o mercado mundial de fitoterapicos
movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano e vem abrangendo cada vez mais 0s
paises desenvolvidos. O Brasil possui a maior parcela da biodiversidade do mundo

das quais muitas constituem a matéria prima para a fabricacdo desses



medicamentos. Cerca de 20% das 250 mil espécies medicinais catalogadas pela
UNESCO (Organizacédo das Nacdes Unidas para a Educacao, Ciéncia e Cultura)
estdo em territério nacional (Maia et al., 2015).

E importante ressaltar que os mercados de plantas medicinais abrangem nio
apenas as farmacias de manipulacdo ou indastria, mas também o setor informal
que comercializa as ervas em mercados populares. Por vezes, ha caréncia de
higiene e isso compromete a conservacdo do material que fica exposto a
contaminacdo por insetos, aracnideos e roedores (Bochner et al., 2012)

comprometendo a preservacao dos principios ativos.

Metabodlitos secundarios

Os bioativos sdo componentes organicos produzidos pelo metabolismo
secundario dos vegetais como forma de adaptacdo aos estresses bioticos e
abidticos. Quando necessério, tais mecanismos sao ativados provocando
alteracdes no metabolismo celular que produzem compostos quimicos chamados
principios ativos (Pinto et al., 2011).

Diferente dos metabdlitos primarios, cuja fungdo € promover o crescimento,
desenvolvimento e reproducéo, os metabdlitos secundarios garantem a adaptacao
do vegetal a0 ambiente e como consequéncia, a perpetuacédo e a sobrevivéncia
das espécies, seja por meio da protecdo das plantas contra herbivoros e
patdgenos; como atrativos para animais polinizadores; ou mesmo como agentes de
competi¢cdo entre plantas e de simbiose entre plantas e microrganismos (Vizzoto,
2010; Braz Filho, 2010).

As industrias alimentares, farmacéuticas, cosméticas e pesticidas utilizam os
principios ativos na formulacdo de produtos (Khanukja et al., 1999), entretanto para
a utilizacdo em escala comercial dos diferentes componentes quimicos é preciso
garantir a obtencao da producédo homogénea dos metabdlitos secundarios, e isso
requer conhecimento e cuidados no manejo das espécies vegetais.

As diferengas na composi¢cado quimica podem ser atribuidas as variagdes
fisiologicas; condigcbes ambientais (fotoperiodo, incidéncia solar, temperatura,
umidade, precipitacdo), variacdes geograficas, fatores genéticos, irrigacdo, manejo

do solo, a época de colheita (Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Castro Neto et al., 2010;
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Kiralan et al., 2012; Paulus et al. 2013; Teles et al., 2013 e Rajesh 2014; Dhouioui
et al.; 2016; Matias et al., 2016), ormas de extracao dentre outros.

Khanuja et al. (1999) divide quimicamente os metabdlitos secundarios em
alcaléides, flavanoides, fenois, polissacaridos gomosos, terpenos e quinonas.
Outros autores classificam em componentes nitrogenados, compostos fendlicos e
terpenos (Vizzoto, 2010; Santos et al., 2013a).

Os componentes nitrogenados sdo compostos com anel fendlico ligado ao
nitrogénio produzidos pelo vegetal como mecanismo de defesa, por isso sao
encontrados em diferentes partes das plantas em momentos distintos do
desenvolvimento. S&o famosos pela presenca de substancias que apresentam
acentuado efeito no sistema nervoso. Os compostos fenélicos sdo caracterizados
pela presencga do anel aromético em que pelo menos um hidrogénio é substituido
por hidroxila. Sao responsaveis pelo sabor, odor e cor dos vegetais (atrativos para
a polinizacdo e dispersdo das sementes), protecdo contra as injdrias, contra o
ataque de animais e contra a acdo dos raios ultravioletas. J4 os terpenos sao a
classe estruturalmente mais variada e dependendo do nimero de carbono em sua
composicao podem ser volateis e atrairem insetos polinizadores, bem como repelir
patégenos, captar a luz nos fotossistemas e favorecer a fotossintese. Atuam como
antioxidantes e dissipadores dos radicais livres gerados pela fotossintese, além de
conferirem as plantas as cores amareladas, alaranjadas e avermelhadas (Vizzoto,
2010; Stangarlinetal., 2011; Santos et al., 2013a). Um dos metabdlitos secundarios
sao os 0Oleos essenciais, que em virtude do seu potencial bioativo tem sido estudado

em diferentes regiées do mundo.

Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sao exemplos de terpenos formados principalmente por
monoterpenos e sesquiterpenos. Esse principio ativo é um composto quimico
complexo, de baixo peso molecular, volatil, pouco solivel em agua e de aspecto
oleoso em temperatura ambiente. E produzido pelo metabolismo secundario das
plantas como meio de adaptacdo do vegetal ao meio. Os diferentes érgaos das
plantas podem sintetizar esse principio ativo, a exemplo das folhas, caules, flores,
raizes e frutas (Maia et al., 2015).

Estruturalmente, o 6leo também é armazenado em diferentes partes da

planta. E possivel encontrar 6leo em locais superficiais como os tricomas
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glandulares, células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos e até em
vacuolos para protecao e evitar a interagdo com partes vitais (Marques et al., 2008;
Maia et al., 2015; Donsi & Ferrari, 2016).

Os 6leos ndo sao formados por apenas um Unico composto, sao constituidos
por dezenas e por vezes centenas de compostos em concentragdes variadas,
principalmente os terpendides, alcoois, acidos, ésteres, epoxidos, aldeidos,
cetonas, aminas e sulfuretos (Valeriano et al., 2012; Calo et al., 2015; Karimi et al.,
2016). Todavia, o teor de 6leo produzido e a composi¢édo quimica néo é fixa, sendo
a variacdo em funcéo do estresse provocado por fatores bidticos e abioticos, os
mesmos gque afetam a planta alterando o metabolismo secundario descrito no item
anterior (Kiralan et al., 2012; Teles et al., 2013; Rajesh, 2014, Calo et al., 2015;
Dhouioui et al.; 2016; Lung et al., 2016; Matias et al., 2016).

Indmeras pesquisas exemplificam bem a contribuicdo desses fatores na
composicdo quimica do Oleo essencial. Estudando a planta de manjericdo
cultivadas no Brasil, Amaral-Baroli et al. (2016) identificaram o eugenol de metilo
(27.38%), o linalol (23.31 %) e a-muurolol (30.62%) como compostos majoritarios
presentes no 6leo essencial de Ocimum basilicum. Ja os autores Abou El-Soud et
al. (2015) caracterizaram o 6leo essencial extraido de folhas do manjericao
cultivadas no Egito e observaram o linalol (48,4%), 1,8-cineol (12,2%) e eugenol
(6,6%) como compostos majoritarios da mesma espécie.

Em estudos feitos com o 6leo essencial do cravo no ano de 2015, Oliveira et
al. (2016) observaram quantidade do eugenol variando de 57,12% a 62,88 %.
Gonzéles-Riveira et al. (2016) analisaram a composicdo quimica do 6leo essencial
de cravo obtido por hidrodestilagdo no ano de 2014 e observaram concentragdes
de 87,1%; 6,4%; 5,1% e 0,6% de eugenol, acetato eugenol, (E)-Caryophyllene e a-
humulene, respectivamente. Em outro estudo com hidrodestilagdo para extracao
de 6leo essencial de cravo, o eugenol aparece novamente como 0 componente
principal 52,53%, seguido de cariofileno 37,25%, humuleno 4,11% e acetato de
eugenila 4,05% (Ascencéao e Mouchrek Filho, 2013).

Essas variacdes possivelmente estdo relacionadas as diferengas na época
de cultivo, bem como nas condigbes geograficas, visto que as espécies foram
cultivadas em distintas regides do mundo. Consequentemente, havera diferenca
nos fatores ambientais, na genética da planta, na época de colheita e nas condicfes

de cultivo, corroborando com o que foi dito anteriormente.
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Os compostos quimicos presentes nos Oleos essenciais apresentam
atividades bioativas que sédo aproveitadas pelo homem na elaboracéo de farmacos,
de cosméticos, utilizados como biopesticidas para o controle de pragas de animais
e plantas, como agentes antioxidantes, antibacterianos e antifungicos (Gulgin et al.,
2012; Gakuya et al., 2013; Cai et al., 2014; Maia et al., 2015; Andrade e Vieira,
2016; Fancello et al., 2016; Muthumperumal et al., 2016; Sharma et al., 2017).
Comercialmente os Oleos essenciais sao interessantes principalmente por serem
de origem natural, o que geralmente representa menor risco ao meio ambiente e a
salude humana (Oliveira et al., 2016), por isso a busca de novos agentes
antimicrobianos elaborados a partir de produtos naturais tem atraido muita atencao

de pesquisadores.

Cravo- da- india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry.)

A espécie Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, sinbnimo Eugenia
cariophylata, € uma planta da familia Myrtaceae, nativa da Indonésia, com o0s
botdes florais arométicos conhecidos popularmente como cravo (Cortés-Rojas et
al., 2014) ou cravo-da-india. A arvore pode viver por até cem anos e atingir de 10
a 15 metros de altura, apresentar copa alongada, folhas oblongas e flores longo-
penduculadas, pequenas, aromaticas de coloracdo résea ou avermelhada. Os
frutos sado do tipo drupa elipsoide (Harri, 2008; Oliveira et al., 2009; Cortés-Rojas et
al., 2014; Gonzalez-Rivera et al., 2016; Mbaveng e Kuete, 2017).

No Brasil, praticamente a regido do Baixo Sul da Bahia se destaca como
produtora de cravo na forma comercial. A principal atividade é a producdo dos
botdes florais que depois de secos sado usados como especiarias em alimentos ou
destinados a extracéo do 6leo essencial juntamente com as folhas e os frutos (Harri,
2008; Oliveira et al., 2009).

Na fase de maturacdo que antecede a floracédo, os botdes florais do cravo
sao coletados manualmente ou por meio da aplicacéo do fitohormonio que libera o
etileno no vegetal ocorrendo a maturacao precoce (Cortés-Rojas et al., 2014). Os
botdes sdo secos ao ar e destinado a comercializagdo, seja como especiaria ou
para a extracdo do 6leo essencial.

O ¢6leo do cravo é bastante usado na area medicinal em tratamentos

analgésico e antiflamatorio; possui acdo antioxidante em alimentos e com



significativa atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos (Gul¢in et al., 2012;
Aguilar-Gonzalez et al., 2015; Chen et al., 2017; Mulla et al., 2017). A atividade
antifingica do 6leo essencial ja foi relatada por diversos autores e, dependendo da
concentragéo testada, bem como da natureza do microrganismo e outros fatores, o
produto pode apresentar acéao fungitéxica ou fungicida.

De maneira geral, os 6leos essenciais penetram na parece celular do fungo
e interrompem a sintese de ATP, causando danos a parede celular. Essa acao é
atribuida as substancias presentes em sua composicdo que interagem com o
lipideo da membrana celular, causando mudancas na permeabilidade e estrutura
da membrana fangica. Outra hipotese € o extravasamento do citoplasma e o
murchamento das hifas devido a penetragédo da quitina na parede das hifas (Costa
et al., 2011; Santos et al., 2013b; Maia et al., 2015). Ocorre também a interferéncia
no sistema de transporte de elétrons em virtude da desintegracdo da membrana
mitocondrial (Tariqg et al., 2019), resultando em desordens e morte celular.

Muitos autores atribuem a atividade antifungica do éleo essencial de cravo
ao eugenol, principal constituinte quimico do 6leo. Esse composto se difunde entre
as membranas celulares dos fungos modificando a estrutura das membranas e
perturbando o crescimento celular (Harri, 2008; Costa et al., 2011; Mangany et al.
2015).

Em estudo realizado por Mangany et al. (2015) foi avaliada a acdo de dez
diferentes Oleos essenciais contra o microrganismo Fusarium oxysporum. Foi
possivel perceber que o Oleo de cravo inibiu 83% do crescimento fungico na
concentragdo 250 uLL* e 100% a partir da concentracao de 500 yLL?. Os autores
Fialho et al. (2015) também relataram acdes fungitdéxica e fungicidas do 6leo de
cravo contra o fungo Phakopsora euvitis, agente causal da ferrugem da videira. Na
pesquisa, o aumento da concentracdo do Oleo essencial de cravo inibiu
proporcionalmente a germinagao dos esporos, variando de 77% de inibicdo na
menor concentracéo (0,1%) a 100% de inibicdo na maior concentracdo testada in
vitro (4%). Os resultados apresentados expressam, em determinadas dosagens,
apenas a inibicdo ou retardo do desenvolvimento fangico (acdo fungitdxica), ja nas
dosagens maiores ocorreu a paralizagédo total, indicando a morte do microrganismo
(atividade fungicida).

A acao sinérgica do eugenol com os demais componentes quimicos do 6leo

essencial de cravo resultam na atividade antifingica relatada em pesquisas



cientificas. Essa acao toxica nos fungos pode auxiliar no controle de doencas de

plantas, reduzindo assim os danos econémicos em muitas culturas.

Antracnose em frutos de mamé&o (Carica papaya L.)

A principal estratégia efetiva para o controle de doencas fangicas pos-
colheita é o uso de fungicidas sintéticos, porém o aumento da preocupac¢éao publica
com os efeitos negativos dos agrotdxicos na agricultura estimula novas pesquisas
na busca por produtos eficientes e menos agressivos. O uso de 6leos essenciais
no controle dos fungos fitopatogénicos, associado por exemplo a outros compostos
naturais, pode ser uma prética viavel, desde que sejam respeitadas as dosagens
corretas e aplicadas de maneira eficiente.

Existem microrganismos responsaveis por causar danos econdmicos as
espécies agricolas, sdo os chamados fungos fitopatogénicos. Dentre eles os
géneros Fusarium, Aspergillus, Phytophthora, Botrytis, Alternaria, Colletotrichum,
sao frequentemente relatados na literatura como agentes responsaveis por danos
econdbmicos em diferentes regides do planeta (Ma et al., 2015; Choi et al., 2016;
Medina-Cordova et al., 2016; Sarkhosh et al., 2017). Ali et al. (2016) apontam o
género Colletotrichum como o oitavo grupo mais importante de fungos
fitopatogénicos no mundo, compreendendo importantes espécies que causam
doencas em diversas frutas tropicais e subtropicais.

O Colletotrichum sp. € um complexo fungico (Firmino et al., 2014; Karimi et
al., 2016) responsavel pela antracnose em hortalicas e frutas. H& registros desse
infectando pimenta, pimentédo, abacate, morango, manga, banana, citros e mamao
(Sousa et al., 2012; Bautista-Rosales et al., 2014; Ali et al., 2016; Boonruang et al.,
2017; Lu et al., 2017; Sarkhosh et al., 2017), sendo no maméao (Carica papaya L.)
o responsavel por grandes perdas econdmicas.

A espécie C. papaya é uma planta herbacea, tipicamente tropical com
provavel centro de origem o Noroeste da América do Sul. Vegeta muito bem em
quase todo territorio brasileiro, sendo a Bahia o primeiro estado produtor. De
maneira geral produz satisfatoriamente em regides de grande insolagdo, com
pluviosidade média anual bem distribuida e em altitudes de até 200 metros acima

do nivel do mar (Oliveira e Coelho, 2009).
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A antracnose é uma das principais doencas dos frutos do mamoeiro no
Brasil. Os fungos do género Colletotrichum podem atacar os mamdes em qualquer
estadio de desenvolvimento, porém a maior intensidade da doenga ocorre nos
frutos maduros (Oliveira et al., 2000; Siddiqui e Ali, 2014). A infeccdo inicial
geralmente ocorre na fase de pré-colheita, quando o fungo se hospeda no vegetal.
Os esporos ou micélios entram em contato com frutos jovens através de injurias
fisicas na casca, se ligam a superficie do fruto, germinam e produzem estruturas
de penetracdo. Normalmente, o microrganismo permanece latente até que os
fatores ambientais e os frutos oferecam condicdes e nutrientes apropriados para o
seu crescimento (Boonruang et al., 2017; Lu et al., 2017).

A doenca se espalha com o ar e o desenvolvimento € favorecido por
temperaturas quentes e periodos prolongados de umidade. O ataque pode deixar
as plantas propensas a outras infeccdes ou a colonizacdo por outros patégenos
oportunistas (Lu et al., 2017) a partir das feridas existentes na epiderme, elevando
consideravelmente as taxas de perdas pds-colheita dos vegetais afetados.

Os sintomas da doenca podem aparecer muito tempo apés os estadios
iniciais da infeccdo quando os frutos ja estdo maduros e prontos para a
comercializacdo (Bautista-Rosales et al., 2014; Siddiqui e Ali, 2014). Os frutos
jovens cessam o desenvolvimento, mumificam e caem do pé. Nos demais frutos
surgem manchas pretas que evoluem, surgindo posteriormente ao redor um halo
de tecido aquoso com coloracéo diferente da parte central. O fungo concentra-se
na parte central da lesdo, sendo identificado por sua frutificacéo que confere a lesao
aspecto gelatinoso de coloragéo résea (Oliveira et al., 2000; Cia e Benato, 2005).

Normalmente, o controle é feito com o uso de fungicidas a base de cobre,
benzimidazol mais chlorotalonil ou mancozeb ou imergindo os frutos em agua
guente em combinagédo com fungicidas (Cia e Benato, 2005; Oliveira et al., 2000;
Ong e Ali, 2015). Entretanto, o tratamento de 4gua quente pode afetar o processo
de amadurecimento dos frutos. Além disso, a demanda dos consumidores por
produtos agricolas livres de residuos quimicos toxicos e as preocupacdes
ambientais e de salde publica sobre a aplicagdo de altos niveis de produtos
guimicos sintéticos utilizados pelos agricultores tém aumentado os interesses no
desenvolvimento de meétodos mais seguros para 0 manejo pos-colheita da

deterioracéo de frutas e vegetais (Ong e Ali, 2015; Sarkhosh et al., 2017).



Pesquisas séo realizadas com o objetivo de testar a acdo dos produtos
naturais, como 0s 6leos essenciais, na conservacdo de alimentos in natura ou
processados. De acordo com Silvestri et al. (2010), varias plantas utilizadas para
aromatizar alimentos sao apontadas por apresentarem atividade antimicrobiana, a
exemplo do manjericdo (Ocimum basilicum L.), menta (Mentha piperita L.), alho
(Allium sativum L.), coentro (Coriandrum sativum L.) e melissa (Melissa officinalis
L.).

O cravo se destaca como vegetal com potencial bioativo eficaz no controle
de diversos microrganismos fitopatogénicos. Entretanto, € importante testar
diversas formas de aplicacdes e dosagens para avaliar a eficiéncia dos métodos

em cada caso especifico.

Revestimento comestivel e analise sensorial de alimentos

O desenvolvimento de novas pesquisas a partir de materiais biodegradaveis,
em substituicdo as embalagens sintéticas como componentes de revestimentos
comestiveis, vem sendo desenvolvidas. Yousuf, Qadri e Srivastava (2018)
consideram essa tecnologia promissora para a preservacdo da qualidade e o
prolongamento do prazo de validade de vegetais frescos.

Conceitua-se revestimento comestivel a camada fina e uniforme de
compostos comestiveis aplicados diretamente sobre a superficie do alimento, seja
por pulverizacdo ou imersdo (Hassan et al., 2018; Salgado et al., 2015). As
peliculas comestiveis apresentam grande potencial como ferramentas por
aumentar a vida util dos alimentos (Yousuf, Qadri e Srivastava, 2018), minimizando
a suscetibilidade a deterioracdo e aumentando a seguranca e qualidade dos
produtos.

Um bom revestimento deve ser capaz de evitar as perdas de agua e outros
gases; ser soluvel em agua ou gorduras; atoxico e apresente cor e aparéncia
atraentes (Dehghani, Hosseini e Regenstein 2018; Arquelau et al., 2019; Zhao,
2019). Registros indicam que essas peliculas sdo capazes de reduzir a perda de
massa, as taxas respiratérias de reacdes oxidativas e consequentemente 0s
distarbios fisiologicos (Thakur et al., 2019; Yan et al.,2019). Além disso, contribuem
na protecdo do alimento contra danos mecanicos e microbiologicos, inibem o

processo de senescéncia e melhoram a aparéncia (Arnon-Rips e Poverenov, 2018).
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A eficacia do revestimento depende da sua composi¢cao, da microestrutura
e das caracteristicas do alimento ao qual se ligard (Ananey-Obiri et al. 2018). Ha
diferentes matérias primas utilizadas para a composi¢cdo dos revestimentos
comestiveis, a exemplo dos lipideos, proteinas e carboidratos (Yan et al., 2019).
Os polissacarideos séo tipos de matrizes bastante investigadas, tanto devido a
natureza hidrofilica, quanto pela capacidade de prolongar a conservacdo dos
alimentos em virtude da sua propriedade de barreira aos gases (Yousuf, Qadri e
Srivastava, 2018).

De acordo com Hassan et al. (2018), os revestimentos polissacarideos séo
incolores, livres de oleosidade, apresentam baixo teor cal6rico e podem revestir
vegetais e produtos carneos. Esses atributos sdo importantes, pois retardam a
deterioracdo dos alimentos e pouco interferem nas caracteristicas sensoriais.

Amido, celulose, pectina, alginatos e quitosana sdo exemplos de
polissacarideos usados como polimeros naturais em revestimentos (Hassan et al.,
2018). A fécula de mandioca também vem sendo estudada como revestimento
comestivel em vegetais, tanto por sua biodegradabilidade, quanto por sua facil
obtencédo. Damasceno et al. (2007) ressaltam que as peliculas formadas por fécula
se assemelham as de celulose na transparéncia e resisténcia, podendo ser utilizada
na conservagao de vegetais. Oliveira, Coneglian e Carmo (2015), complementam
informando que essas peliculas apresentam brilho intenso, tornando os vegetais
comercialmente atrativos.

A fécula de mandioca ainda proporciona atividade antimicrobiana,
possivelmente em virtude da sua composi¢cao quimica. As solu¢des comestiveis a
base de polissacarideo ao revestirem os frutos formam liga¢cdes fortes e fracas com
a superficie da fruta (Assis e Britto, 2014), reduzindo consequentemente as trocas
gasosas do vegetal com o ambiente (Luvielmo e Lamas, 2012). De acordo com
Trigo et al. (2012) as moléculas poliméricas dos revestimentos polissacarideos se
entrelacarem no entorno do microrganismo e criam uma barreira fisica que impede
a penetracéo dos nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento.

Por ser um produto natural o revestimento formado por fécula de mandioca
nao exige periodo de caréncia, nem causa danos ao meio ambiente ou ser humano
(Serpa et al., 2014), entretanto a sua eficiéncia na conservacao de frutos pode ser
potencializada se houver a associagdo com outro agente antimicrobiano natural, a

exemplo do 6leo essencial de cravo-da-india. O grande desafio, no entanto, é que
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este promova a conservacao do vegetal sem modificar as suas caracteristicas
organolépticas.

Uma ferramenta importante no desenvolvimento de novos produtos é a
andlise sensorial de alimentos. As técnicas captam respostas humanas que se
traduzem em informacdes, facilitando a compreensdo da percepcao e aceitacédo
sensorial do consumidor as caracteristicas do alimento por meio dos cincos
sentidos (Yu, Baixo e Zhou, 2018).

Para algumas empresas alimenticias a andlise sensorial contribui na area do
desenvolvimento, do controle de qualidade e do marketing (Crofton et al., 2019),
por isso, deve-se ter cuidado ao eleger o método a ser empregado, visando alinhar
a coleta e interpretacdo dos dados ao objetivo da pesquisa. Dentre os diferentes
testes sensoriais existentes, os hedonicos determinam a aceitagédo ou preferéncia
de um produto pelos consumidores. Por meio dele é possivel detectar o quanto o
produto € bem recebido, pois a aceitacdo do consumidor € o principal dado
associado. H4 também outros testes aplicados, a exemplo da analise de sabor e
do perfil sensorial que avalia a mastigabilidade, a dogura e outros atributos (Yu
Baixo e Zhou, 2018).

Com o avanco dessa ciéncia as respostas obtidas vao além do “gostar e ndo
gostar’. E possivel investigar a percepgdo do provador sobre os efeitos do
armazenamento no alimento, o impacto da substituicdo de ingredientes e até
mesmo abordar as respostas emocionais (Drake, 2007). Entretanto, ndo apenas as
caracteristicas do produto sdo importantes na avaliacdo sensorial. Os efeitos
contextuais em que o consumo esta ocorrendo, bem como a relacdo afetiva do
consumidor com o alimento afetam a aceitacdo. Por isso é importante levar em
consideracao a familiaridade, as preocupacdes do consumidor com a seguranca
alimentar, o ambiente e a interacao social (Torrico et al., 2019).

E importante compreender se os mamdes revestidos com fécula de
mandioca, associada ou ndo ao 0leo essencial de cravo, terdo aprovacao sensorial,
pois nao adianta desenvolver um meéetodo natural capaz de impedir o
desenvolvimento da antracnose se este modificar as caracteristicas do fruto. O
consumidor deseja adquirir o vegetal saudavel e ao mesmo tempo atrativo.

Diante do exposto, 0 objetivo na presente pesquisa foi avaliar o potencial
antifingico do 6leo essencial do cravo frente ao Colletotrichum gloeosporioides,

bem como o efeito de revestimentos comestiveis a base de fécula de mandioca no
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controle da antracnose e nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de mamao

na pos-colheita.
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Resumo: A espécie Syzygium aromaticum (cravo-da-india) € uma planta medicinal
rica em Oleo essencial que apresenta diferentes atividades bioldgicas, dentre elas,
antifangica. O objetivo no trabalho foi avaliar a fungitoxidade do 6leo essencial de
S. aromaticum sobre o crescimento in vitro do Colletotrichum gloeosporioides
causador da antracnose em maméo. Os botdes florais do cravo, obtidos no
municipio de Valenca-BA, foram submetidos a extracdo do 6leo essencial (OEC)
por hidrodestilacdo e analisado por cromatografia gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas. Foram testadas oito concentracdes do 6leo (0; 150;
300; 450; 600; 750; 900 e 1000 pIL?) para as variaveis percentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PICM), indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM)
e a producdo de esporos. Para a avaliacao da concentracgao inibitéria minima (CIM)
e germinacéo de esporos testou-se a concentracgao inicial de 7400 uLL! e por meio
da técnica de microdiluicdo seriada as seguintes concentracdes: 3700; 1850; 925 e
462,5 plLt. O efeito do 6leo nas estruturas fangicas foi detectado por meio de
imagens microscoépicas realizadas ap0s o crescimento do fungo em placas de Petri.
A cromatografia gasosa indicou presenca majoritaria do eugenol (83,09%) no 6leo
do cravo. Houve aumento da PICM e reducado do IVCM e producéo de esporos a
medida em que se aumentou a concentracao testada, com paralizacdo total da
esporulacdo em concentracao superior a 750 plL-t. Avaliando o efeito do 6leo sobre
as estruturas reprodutivas observa-se que a concentracdo 1850 plL-! foi
considerada a CIM e que a acima dessa, houve reducao crescente no percentual
de esporos germinados. O contato do fungo com o OEC resultou em alteragbes nas
estruturas reprodutivas do microrganismo quando comparado ao tratamento
controle. Conclui-se que o 6leo essencial de cravo apresenta potencial fungitoxico
sobre o desenvolvimento in vitro do fitopatdgeno causador da antracnose em
mamao.

Palavras-chave: Carica papaya, antracnose, atividade antifungica, Syzygium
aromaticum, potencial bioativo.
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In vitro fungitoxity of essential oil of clove on Colletotrichum
gloeosporioides

Abstract: The species Syzygium aromaticum (clove) is a medicinal plant rich in
essential oil that has different biological activities, among them, antifungal. The aim
of the present study was to evaluate the fungitoxicity of the essential oil of S.
aromaticum on the in vitro growth of Colletotrichum gloeosporioides, which causes
anthracnose in papaya. The floral buds, obtained in the city of Valenca-BA, were
submitted to essential oil extraction (OEC) by hydrodistillation and analyzed by gas
chromatography coupled to Mass Spectrometry. Eight oil concentrations (0; 150;
300; 450; 600; 750; 900 and 1000 plL1) were tested for the percent mycelial growth
inhibition (PICM), mycelial growth rate index (IVCM) and spore production. In order
to evaluate the minimum inhibitory concentration (MIC) and spore germination, the
initial concentration of 7400 uLL"1 was tested and the following concentrations by
the serial microdilution technique: 3700; 1850; 925 and 462.5 plL. The effect of the
oil on the fungal structures was detected by microscopic images performed after the
growth of the fungus in petri dishes. Gas chromatography indicated a major
presence of eugenol (83.09%) in clove oil. There was an increase in PICM and
reduction in IVCM and spore production as the tested concentration increased, with
total sporulation paralysis at a concentration greater than 750 pIL1. Evaluating the
effect of oil on reproductive structures, it was observed that the concentration 1850
pILt was considered the MIC and that above this, there was a growing reduction in
the percentage of germinated spores. The contact of the fungus with the OEC
resulted in alterations in the reproductive structures of the microorganism when
compared to the control treatment. It can be concluded that clove essential oil has
fungitoxic potential on the in vitro development of phytopathogen causing
anthracnose in papaya.

Keywords: Carica papaya, anthracnose, antifungal activity, Syzygium aromaticum,
bioactive potential.
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1. INTRODUCAO

Os vegetais produzem uma variedade de compostos organicos, dentre eles
0s Oleos essenciais, substancias volateis, de baixo peso molecular, liquidos em
temperatura ambiente, formados principalmente por terpenos, terpendides,
constituintes aromaticos e alifaticos, resultantes do metabolismo secundario das
plantas aromaticas (Maia et al. 2015; Boukaew et al., 2017; Ribeiro-Santos et al.,
2017). A composi¢do quimica dos Oleos essenciais pode variar em funcéo das
condicBes de cultivo, e por vezes, proporcionar acdes bioativas com potencial para
o controle de fungos fitopatogénicos.

A deterioracdo das frutas € quase sempre provocada por fungos, pois a
acidez presente na maioria delas impede a invasao por bactérias. Dantas et al.
(2003) e Cabral et al. (2013) ressaltam que a proliferacdo desses microrganismos
nos vegetais inicia-se muitas vezes no campo, permanecendo latentes até o
aparecimento de condi¢cdes ambientais favoraveis. Além das perdas econdmicas,
a multiplicacdo dos fungos constitui um risco para a saude dos consumidores
devido ao potencial de producéo de micotoxinas. De acordo com Long et al. (2016),
as perdas variam de 5 -10% quando tratados com fungicidas e até 50% ou mais
quando ndo ha aplicacéo desses produtos sintéticos em pés-colheita.

O Colletotrichum spp., atualmente conhecido como complexo fangico (Karimi
et al., 2016), é o fitopatdgeno responsavel por danos econdmicos em diversos
vegetais. A espécie C. gloeosporioides provoca antracnose em hortalicas
solanaceas e também em frutas, como o0 mamao (Sousa et al., 2012; Sellamuthu
et al., 2013). No Brasil, a antracnose é uma das principais doenc¢as a causar perdas
pos-colheita no mamao cujos sintomas nos frutos sdo lesGes arredondadas,
necroticas, deprimidas e com tamanhos que podem atingir didametros variados, de
onde emergem massas de conidios de coloracdo salméo (Oliveira et al., 2000;
Andrade e Vieira, 2016; Ribeiro et al., 2016).

A principal forma de controle do C. gloeosporioides € com o0 uso de
fungicidas sintéticos que podem controlar a incidéncia das doencas nos vegetais,
porém também contribuem para o desenvolvimento de patdégenos resistentes,
proporcionam efeitos negativos a saude animal e o meio ambiente, uma vez que

causa a morte de microrganismos benéficos, se incorpora na cadeia alimentar e
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consequentemente se acumula no organismo humano como residuos quimicos
indesejaveis (Bautista-Rosales et al., 2014; Kewsuwan et al., 2014).

De acordo com Santos et al. (2013) e Maia et al. (2015) a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais € atribuida a acdo de compostos fendlicos,
monoterpenos e terpendides que em contato com os fungos interagem com o0s
lipidios da parede, membrana celular e mitocéndrias, alterando a permeabilidade e
causando perturbagdes nestas estruturas. Dentre as diversas espécies aromaticas
existentes, o cravo (Syzygium aromaticum), planta da familia Myrtaceae (Cortés-
Rojas et al., 2014), produz uma quantidade consideravel do 6leo a partir dos botdes
florais. Essa substancia natural possui uma variedade de compostos bioativos e é
rica em eugenol, composto com forte atividade inseticida, antioxidante e antifingica
(Aguilar-Gonzélez et al., 2015; Mulla et al., 2017).

Pensando na minimizacdo desses efeitos novas pesquisas sao realizadas
com o0 objetivo de estudar a acdo de produtos naturais, a exemplo de Oleos
essenciais, no controle de fungos fitopatogénicos. Estudos indicam a atividade
antifingica do 6leo de cravo contra diversos fungos, a exemplo do Fusarium,
Rhizoctonia solani, Botrytis cinérea, Candida, Aspergillus flavus (Costa et al., 2011,
Cavalcanti et al., 2012; Veldzquez-Nufiez et al., 2013; Aguilar-Gonzalez et al.,
2015), seja por contato direto ou vapor. Outra caracteristica é que os 0leos
essenciais podem ser utilizados na conservacdo dos alimentos, seja em
embalagens ou contato direto. A FDA (Food and Drug Administration) classifica
alguns compostos isolados como substancia Geralmente Reconhecido como
Segura (GRAS), uma vez que podem ser ingeridos pelo organismo humano, desde
que os seus efeitos maximos sejam atingidos com o minimo de alteracées nas
propriedades organolépticas do alimento (Viuda-Martos et al., 2008; Mulla et al.,
2017; Ribeiro-Santos et al., 2017).

De maneira geral, os 6leos essenciais apresentam baixa toxidade aos
mamiferos e s&o menos propensos a eliminar microrganismos benéficos (Lorenzetti
et al., 2011; Al-Samarrai et al., 2012). O oleo essencial de cravo é biodegradavel,
por isso a eliminacdo do ambiente é mais rapida do que em relacdo a maioria dos
produtos sintéticos.

Diante do exposto, o objetivo na pesquisa foi avaliar o efeito fungitdxico do
0leo essencial do cravo no controle in vitro de C. gloeosporioides causador da

antracnose em mamao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo do 6leo essencial

Os botbes florais do cravo foram provenientes do municipio de Valenca-BA,
coletados no més de setembro de 2015, e transportados ao laboratério de
Fitoquimica na Universidade Federal do Recéncavo da Bahia - UFRB. A exsicata
utilizada para a identificacdo da espécie encontra-se depositada no Herbario da
UFRB, sob o nimero de registro Hurb 14874.

A extracdo do 6leo essencial foi realizada pelo método da hidrodestilacao
em aparelho Clevenger, conforme metodologia descrita em Santos et al. (2004).
Inicialmente, 300 g dos botdes florais foram adicionadas em baldo de vidro de 2
litros contendo agua destilada em volume suficiente para cobrir todo o material
vegetal. O processo de extragdo foi conduzido durante 150 minutos a partir da
condensacao da primeira gota. O tempo de extracao foi definido em pré-teste. O
0leo essencial juntamente com o hidrolato foi armazenado em frasco ambar por 24
h para a separacdo das fases por diferenca de densidade. Posteriormente, o dleo
essencial foi separado do hidrolato com auxilio da pipeta de Pasteur, acondicionado
em frasco de vidro de 2 mL, envolto em folha aluminio, etiquetado e armazenado

sob refrigeracdo até o momento da analise.

2.2. Determinacado da composi¢ao quimica do 6leo essencial
A andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial foi realizada no Instituto
Politécnico de Braganca em Portugal, por Cromatografia de Fase Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas (CG/EM) conforme metodologia descrita em trabalho
de Teles et al. (2012). A identificacdo dos constituintes em espectrometria de
massas e do indice de Kovats foram conferidos ao indice Aritmético (Adams, 2007).

Os resultados foram expressos em percentagem.

2.3. Obtencéo e identificacdo do fungo fitopatogénico
A amostra do isolado utilizada no experimento foi adquirida da Colecéo de

Cultura de Fungos Fitopatogénicos do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa
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Mandioca e Fruticultura no municipio de Cruz das Almas - BA e encontra-se
preservado em meio Castellani em agua estéril.

A amostra do fitopatégeno foi transportada ao Laboratorio de Microbiologia
Agricola do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da Universidade
Federal do Recéncavo da Bahia. A confirmacéo da espécie foi ocorreu por meio do
crescimento do fungo em batata-dextrose-agar (BDA), suplementado com 50 uL
mL-1 do antibiotico Clorofenicol, e incubado por 8 a 12 dias a 27 °C utilizando
literatura especifica para a espécie e baseando-se nas caracteristicas macro e

microscopicas (Sutton, 1980).

2.4. Avaliagéo da Percentagem de Inibicdo do Crescimento Micelial (PICM)

O ¢6leo essencial foi previamente diluido em Tween 20® a 10% e adicionados
ao meio de cultura BDA obtendo-se as seguintes concentragdes: 0; 150; 300; 450;
600; 750; 900 e 1000 pIL. O 6leo foi misturado ao meio de cultura BDA quando
esse se encontrava na temperatura proxima ao ponto de solidificacdo, sendo
imediatamente vertidos em placas de Petri de 9 cm de didmetro. Um disco fungico
do patégeno medindo 6 milimetros de diametro, com 7 dias de cultivo, foi transferido
ao centro de cada placa de Petri e incubado em B.O.D. a 27+1 °C sob fotoperiodo
de 12 horas.

A avaliagdo do crescimento micelial foi realizada a cada dois dias,
mensurando-se o diametro da colénia em dois sentidos diametralmente opostos
com auxilio de régua graduada, finalizando a avaliacdo no momento em que a
colénia do tratamento controle ocupou toda a superficie da placa. As médias de
crescimento foram utilizadas para calcular a Percentagem de Inibicdo do
Crescimento Micelial (PICM) por meio da formula descrita por Nascimento, (2013):

(crescimento da testemunha — crescimento do tratamento)
PICM = - x 100
crescimento da testemunha

2.5. indice de Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM)
As meédias obtidas na avaliacdo do crescimento micelial também foram
utilizadas para calcular o IVCM, expressos em cm.dia!, conforme a férmula citada

por Oliveira Janior et al. (2013):
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IVCM Y (diametro médio atual da colonia — didzmento médio anterior da col6nia)

numero de dias ap6s a inoculacio

2.6. Producao de esporos

A avaliagdo de numero de esporos de C. gloeosporioides foi realizada
conjuntamente no ultimo dia de avaliacdo de crescimento micelial. Quatro discos
de 6 mm foram retirados do centro de cada placa de Petri e transferidos a
microtubos contendo 40 uL de lactoglicerol e 1 mL de 4gua destilada autoclavada
para interromper a esporulagcédo. O nimero de esporos foi determinado por meio da
contagem dos esporos em camara de Neubauer, com auxilio do microscopio éptico,
adaptado da metodologia descrita por Carvalho et al. (2008). O niumero de esporos

produzidos foi expresso em nimeros de esporos.mL™2.

2.7. Concentragdo inibitoria minima (CIM)

A CIM foi realizada utilizando-se a técnica de microdiluicdo descrita pelo
M38-A da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) com
modificac¢des. Inicialmente, adicionou-se 100 yL de meio de cultura Batata Dextrose
(BD) nos orificios das placas de microdiluicdo contendo 96 poc¢os. Em seguida
foram distribuidos em quintuplicata, na primeira fileira 100 yL da emulsao (6leo
essencial + BD), a uma concentragao inicial de 7400 yLL™?, definida em pré-teste.
Seguiu-se a técnica de microdiluicdo seriada que resultou nas seguintes
concentragdes: 3700; 1850; 925 e 462,5 pLL™*. Como controle negativo foi utilizada
uma solucdo de BD (Batata-dextrose) sem adi¢cdo do 6leo essencial. O controle
positivo foi realizado utilizando o antifangico Ciclopirox olamina, pela técnica de
microdiluicdo na concentragdo inicial de 400 uL mLt. Posteriormente, em cada
poco, foram adicionados 100 uL de suspensao de esporos de C. gloesporioides na
concentracdo de 10 esporos mL™. A leitura visual do crescimento fungico foi

realizada apos 48 h de incubacdo em camara BOD a 27 + 1 °C.

2.8. Germinacgao de esporos
O mesmo protocolo descrito para a Concentragdo Inibitéria Minima foi
utilizado para o ensaio da germinacao de esporos, sendo as microplacas incubadas

a 27 £ 1 °C durante 16 horas. A avaliacao foi realizada por contagem aleatéria dos
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esporos germinados e nao germinados, registrando-se o total de 100 esporos. No
instante em que o tratamento controle apresentou 50 % de esporos germinados o
processo foi paralisado utilizando-se uma gota de lactoglicerol em todos os
tratamentos para paralisar a germinacdo. Considerou-se esporo germinado aquele
cujo tubo germinativo apresentava o comprimento duas vezes maior ao tamanho
do esporo. A avaliacao foi feita em microscopio 6ptico e a porcentagem de inibicao

dos esporos germinados calculada a partir da seguinte equagéao:

o (germinacio do controle — germinacio do tratamento)
% inibiciao = - - x100
germinacio do controle

2.9. Avaliacdo microscopica das estruturas fungicas
No intuito de obter uma visdo mais completa do efeito do éleo essencial
como agente antifungico, foram realizadas observacdes das caracteristicas
morfologicas das col6nias utilizando o microscépio LEICA ICC50 HD com auxilio
do programa LAS Version 4.5.0. Laminulas presentes nas placas de Petri utilizadas
para a avaliacdo do crescimento micelial foram utilizadas para a avaliacdo das
estruturas fungicas e realizacado da fotomicroscopia, totalizando quatro laminulas

por tratamento.

2.10. Andlise estatistica
As médias obtidas foram submetidas a analise de variancia pelo teste F e
posteriormente aplicado o teste de regresséao a (p < 0,05) pelo programa R (THE R
FOUNDATION FOR STATISTICAL COMPUTING, 2013, versdao 3.0.1). O
experimento foi executado em triplicata, no esquema delineamento inteiramente

casualizado, com 5 repeti¢cdes por tratamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacdo da composi¢cao quimica dos 6leos essenciais
A CG/EM identificou 14 componentes quimicos presentes no OEC, sendo o
eugenol, o acetato de eugenol e o cariofileno os componentes majoritarios. Os
demais compostos presentes em quantidade inferior a 1% foram considerados

minoritarios (Tabela 1).



28

Uma caracteristica marcante do OEC é o aroma intenso. Esse atributo é
resultante da acentuada volatilidade da maioria dos componentes quimicos que
apresentam menor massa molecular, a exemplo de alguns monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides (Felipe e Bicas, 2017; Jakiemiu, 2008)
identificados pela cromatografia gasosa. Os resultados assemelham-se aos
encontrados por outros pesquisadores. Ascencdo e Mouchrek Filho (2013)
estudando a caracterizacdo quimica do Oleo essencial de cravo observaram os
compostos eugenol (52,53%) e o cariofileno (37,25%) presentes em maior
guantidade. Revisdo feita por Cortés-Rojas et al. (2014), indica que
aproximadamente 89% do 6leo essencial do cravo é eugenol e 5 a 15% é composto
de acetato de eugenol e B-cariofileno. A composi¢édo quimica do 6leo essencial de
cravo avaliado por Costa et al. (2011) também indicou 0s mesmos compostos como

majoritarios.

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de S. aromaticum

Composicéo indice de Kovats (%) + DP*
1 limoneno 1032 0,14 £ 0,08
2 trans-b-ocimeno 1051 0,03+ 0,01
3 2-nonanone 1091 0,07 £ 0,01
4 linalol 1099 0,04 + 0,02
5 acetato de benzila 1165 0,05+0,01
6 salicilato de metila 1192 0,20 + 0,02
7 beta-citral 1241 0,09+0,01
8 chavicol 1254 0,17 £ 0,02
9 alpha-citral 1270 0,15+0,01
10 eugenol 1362 83,09 £ 0,45
11 cariofileno 1421 1,82 £ 0,06
12 a- cariofileno 1455 0,25+ 0,01
13 Acetato de eugenol 1526 13,50 £ 0,49
14 6xido cariofileno 1583 0,20+ 0,01
Total 99,8%

*DP= desvio padrdo

Embora as pesquisas exponham resultados que apontem variacdes
quantitativas na composicdo quimica dos O6leos essenciais, por vezes O
componente majoritario permanece igual, sendo essa uma caracteristica das
espécies. As alteragcbes podem ser atribuidas as variagfes fisioldgicas, as

condicbes ambientais, as variacbes geograficas, aos fatores genéticos dentre
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outros que interferem na formacao dos metabdlitos secundarios da planta (Kiralan
et al., 2012; Teles et al., 2013 e Rajesh, 2014).

A lipossolubilidade, outra caracteristica do 6leo essencial, permite a sua facil
absorcdo através das membranas lipidicas (Sharma et al., 2017), como as que
compdem as células fungicas, todavia, os efeitos biologicos do 6leo depende de
varios fatores, a exemplo do tempo de exposi¢cédo, do modo de acéo, da composicao
quimica e da concentracdo testada. Por isso, € importante determinar o perfil
quimico dos 6leos essenciais uma vez que a variagdo na composicao pode alterar
significativamente as respostas em pesquisas com microrganismos. Além disso,
faz-se necessario a realizacdo de ensaios para determinar a concentracdo que

expresse o potencial antifingico contra o agente causal da antracnose em mamao.

3.2. Percentagem de Inibicdo do Crescimento Micelial (PICM)

O dleo essencial proporcionou aumento na PICM do C. gloeosporioides a
medida em que houve aumento na concentragéo testada, com inibicdo superior a
50% a partir da concentragdo 600 yLL!, em comparacédo ao desenvolvimento da

testemunha (Figura 1).

90 -
2 80 o
=
@
E 70 -
@
a
b B0
=]
=
e E 20
o=
=1
= 40 -
E E
']
p- 30 -
S y** = -13,62714599x* + 0,13932110x - 0,00003643
] 20 1 R? = 0,8648165
[=
S 10 -
(=]
=9
0@ ' ! . . ; ' \
0 150 300 450 00 750 S00 1000

Concentragdo de oléo essencial (pl.L?)

Figura 1. Efeito das diferentes concentra¢des do 6leo essencial de cravo-da-india na porcentagem
de inibicdo do crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides.
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Essa inibicdo pode ser justificada pela acdo do eugenol, composto com acéo
antisséptica ja conhecida (Costa et al., 2011), e do acetato de eugenol. A natureza
lipofilica do eugenol permite a difusdo destas moléculas entre as membranas
celulares dos fungos (Mangany et al., 2015). Isto tem um efeito profundo tanto na
permeabilidade como na fluidez das membranas celulares, resultando no
comprometimento do ergosterol, além de perturbar o crescimento celular.

O ergosterol € um componente lipidico da membrana celular dos fungos. E
responsavel diretamente pela estrutura, permeabilidade de substancias e
modulacdo da fluidez da membrana celular, bem como pela protecdo da célula,
uma vez que a sua auséncia pode alterar a permeabilidade da membrana
plasmatica, retardar o crescimento e possivelmente inibir a na sintese da quitina
(Loguercio-Leite et al., 2006), componente estrutural da membrana plasmética
fungica.

A Figura 2 evidencia que o 6leo essencial de cravo foi eficiente na reducéo

do crescimento micelial do C. gloeosporioides ao longo dos 12 dias de incubacgéo.
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Figura 2. Crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides aos doze dias de incubacao
em diferentes concentrac¢des do éleo essencial de cravo. A: 0 plL; B: 150 plLt; C: 300 plL?; D: 450
MILL; E: 600 plLt; F: 750 plL?t; G: 900 piLt; H: 1000 piLt.

Os resultados estao de acordo com pesquisas anteriores em que o 6leo de
cravo dificulta o desenvolvimento micelial de alguns fungos. Mangany et al. (2015)
ao avaliarem o potencial antimicrobiano de 6leos essenciais, dentre eles o 6leo de
cravo sobre o desenvolvimento de Fusarium oxysporum isolado S-1187,
perceberam que com o aumento da concentracdo do 6leo ocorreu também o
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aumento da inibicdo do crescimento fungico em relacdo a testemunha, de 83% na
concentragdo 250 pL.L* para 100 % a partir da concentragéo de 500 uLL. Sharma
et al. (2017) também observaram relacdo entre o aumento da dose do Oleo
essencial de cravo e a inibicdo do crescimento micelial do Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici.

Outros trabalhos comprovam a eficiéncia do 6leo de cravo na inibicdo de
fungos que a depender da dosagem pode conferir acdo fungicida. Ascencao e
Mouchrek Filho (2013) constataram que 6leo essencial do cravo na concentracao
de 1uLmLt em meio BDA foi eficiente no controle do crescimento micelial de quatro
espécies de Fusarium. Rana et al. (2011) constataram, in vitro, que o 6leo essencial
de S. aromaticum proporcionou a inibicao total do crescimento micelial dos fungos
Fusarium moniliforme NCIM 1100, F. oxysporum MTCC 284, Aspergillus sp., Mucor

sp., Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum.

3.3. indice de Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM)

Quando se compara a velocidade de crescimento do controle com as demais
concentracbes observa-se que 0 aumento na dosagem do Oleo essencial
proporcionou o decréscimo no IVCM do fungo. A velocidade minima de crescimento
foi inferior a 0,2 cm.dia! na concentragdo 1000 plLt (Figura 3).
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Figura 3. Efeito das diferentes concentra¢des do 6leo essencial de cravo-da-india no indice de
velocidade do crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides.

Quanto menor a quantidade de 6leo usada no controle do fungo, mais
economicamente viavel se torna o método. Oliveira Junior et al. (2013), alertam que
0 aumento na concentracao do 6leo eleva os custos de producéo e inviabiliza a sua
utilizacdo em escala comercial.

Inimeras pesquisas com 6leos essenciais no controle de microrganismos
vém sendo desenvolvidas com resultados satisfatérios, no entanto, ha poucas que
avaliam o IVCM. Estudando o efeito de Oleos essenciais sobre o crescimento
micelial de Fusarium solani, Ferreira et al. (2012) perceberam a reducéo a partir da
concentragdo de 15 pLmL* para diferentes tipos de 6leos em funcdo do aumento
da concentragcédo. Sousa et al. (2012) avaliaram a acao antifungica de dez oOleos
essencias frente ao C. gloeosporioides causador da antrachose em pimenta e
perceberam que, independente do 6leo testado, no ultimo dia de anélise o IVCM
teve comportamento semelhante ao crescimento micelial. Oliveira Junior et al.
(2013), investigando a acdo do Oleo essencial de aroeira da praia (Schinus
terebinthifolius RADDI) sobre o C. gloeosporioides, observaram que a maior
concentracédo (0,50%) foi capaz de inibir 79,07% do crescimento micelial em

relacdo a testemunha.
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3.4. Producéo de esporos

O patégeno quando cultivado na concentracdo de 150 plL* apresentou
producdo de esporos ligeiramente menor a testemunha. Nas concentracfes
seguintes a esporulacao foi diminuindo consideravelmente, cessando a producéo
das células reprodutivas nas concentragdes 900 e 1000 pIL? (Figura 4).

Deduz-se que esse comportamento esta associado a acdo metabdlica do C.
gloeosporioides ao meio adverso. O aumento da dosagem testada disponibilizou
no meio BDA uma maior quantidade dos componentes toxicos do OEC, interferindo

consequentemente, na capacidade do microrganismo em produzir as células

reprodutivas.
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Figura 4. Efeito das diferentes concentracdes do 6leo essencial de cravo na producéo de esporos
do fungo Colletotrichum gloeosporioides. ** Teste de regresséo a (p< 0,01).

A inibicdo da producéo dos esporos estéd associada a sensibilidade do fungo
aos componentes quimicos do oOleo essencial. De acordo com Cruz et al. (2015)
algumas substancias encontradas nos Oleos essenciais possuem grupos
funcionais, a exemplo das hidroxilas, carbonilas e duplas ligagbes que apresentam
acdo antifangica. Cortés-Rojas et al. (2014) atribuem ao eugenol, composto
majoritario no 6leo de cravo, a capacidade de destrui¢cdo dos esporos, a ruptura da

membrana e deformacao de macromoléculas fangicas. Yuan et al. (2016) ressaltam
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ainda que no complexo hospedeiro/composto antimicrobiano/sistema patogénico,
muitos processos bioquimicos podem ocorrer com diferentes efeitos sobre a
atividade biologica dos compostos antimicrobianos. Um desses efeitos seria o
desenvolvimento na reducao de resisténcia do microrganismo contra a mistura de
compostos quimicos com agao antimicrobiana.

O efeito fungitoxico também foi relatado por Lorenzetti et al. (2011) ao
avaliarem a bioatividade de 6leos essenciais no controle de Botrytis cinerea isolado
de morangueiro. Dentre o0s substratos testados, o Oleo de cravo inibiu
completamente a esporulacdo do fungo. Cruz et al. (2015) testaram contra o
Fusarium solani a eficiéncia do 6leo essencial de citronela, que contém eugenol em
sua composicao assim como o OEC. Os autores observaram que a aplicacédo do
Oleo apresentou efeito significativo, sendo a menor aliquota testada a que
promoveu reducao superior a 95% do desenvolvimento dos trés isolados fungicos.

Os dados permitem inferir o potencial antifingico do 6leo de cravo contra o
C. gloeosporioides. Essa atividade possivelmente esta relacionada a agdo dos
componentes quimicos, uma vez que 0sS 0leos essenciais emitem compostos
volateis que tém efeito na superficie de crescimento micelial, na percepcdo e
transducéo de sinais envolvidos na mudanca de fase vegetativa para a reprodutiva,
influenciando consequentemente no processo de esporulacdo dos fungos (Oliveira
Junior et al., 2013; Mangany et al., 2015).

3.5. Concentracao inibitéria minima (CIM) e germinacéo de esporos

A CIM do éleo essencial de cravo capaz de inibir o crescimento flngico
mediante inspecdo visual foi de 1850 plL*. Entretanto, essa concentragédo e as
superiores permitiram o crescimento visivel do subcultivo quando transferido para
0 meio BDA apés 72 h de incubacéo, indicando que o OEC apresentou apenas
acao fungitoxica contra o C. gloeosporioides.

Em virtude da baixa solubilidade em agua e da viscosidade do 6leo essencial
do cravo € comum a utilizacdo de solventes que facilitem a dispersao do 6leo no
meio de cultura, por isso nos testes in vitro utilizou-se o agente emulsificador Tween
20® a 10 %. Entretanto, ao avaliar a germinacao dos esporos percebeu-se que o
agente dispersante interferiu na acdo do OEC em relacdo ao metabolismo do C.
gloesporioides, resultando no estimulo a germinacéo de esporos. Esse efeito foi

refletido nos tratamentos contendo 6leo essencial, em que a inibigdo do percentual
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de esporos germinados diminuiu proporcionalmente com o0 aumento da
concentracdo do OEC, superando inclusive o percentual germinativo do controle
(Figura b).

Pesquisas apontam que algumas substancias vegetais sdo capazes de
estimular a germinacao das células reprodutivas (Trés et al., 2010; Cunico et al.,
2012; Borges et al., 2013), contudo, ndo foram encontrados relatos associando o
Tween ao estimulo germinativo. Também néo foram obtidos registros indicando que
0 OEC promova a germinagdo de esporos do C. gloesporioides ou de outro
fitopatdgeno, especialmente por ser uma mistura complexa de componentes com
acao antimicrobiana reconhecida. A literatura indica apenas que a falta de inibicao
do desenvolvimento fungico por substancias bioativas pode ser um mecanismo de
defesa que possibilita o estabelecimento e posterior desenvolvimento do
microrganismo (Trés et al.,, 2010; Silva, 2014), ou mesmo a capacidade do
fitopatdgeno em utilizar os bioativos como nutrientes ou biotransforma-los (Cunico
et al., 2012).
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Figura 5. Percentual de esporos germinados do Colletotrichum gloeosporioides submetido a
diferentes concentrac¢des do 6leo essencial de cravo diluido no agente emulsificador Tween 20® a
10%.
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Supbe-se que houve interacdo entre o Tween 20® a 10% com o0s
componentes quimicos do 6leo essencial de cravo, resultando na ativacdo da
germinacdo dos esporos e consequentemente, anulando o efeito antifungico
esperado. Esse comportamento pode contribuir para o avanco de pesquisas com
fungos benéficos ou que apresentam problemas de germinacdo. Entretanto, novos
ensaios sao necessarios no intuito de identificar se a associacdo desses
componentes pode potencializar a germinacdo de esporos dormentes, contribuindo
assim com a geracdo de informacgfes relativas ao estimulo da germinacdo de
conidios.

Um novo experimento foi montado, dessa vez sem a utilizacdo do agente
dispersante, para comprovar se o estimulo germinativo era efeito da interagdo do

6leo com o Tween ou apenas do Oleo essencial. Os resultados estdo expressos na

Figura 6.
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Figura 6. Percentual de germinacdo de esporos do Colletotrichum gloeosporioides submetido a
diferentes concentragfes do 0leo essencial de cravo na auséncia do agente emulsificador Tween
20® a 10%.

Houve uma relacdo dose-efeito inversamente proporcional na menor
concentracéo do 6leo essencial de cravo (462,5 plLt) com germinacao dos esporos
maior do que a obtida no controle negativo. A partir da concentracdo 925 plL-%, foi

possivel perceber o aumento progressivo da agdo antifungica do 6leo de cravo,
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com aumento na inibicdo da germinacédo de esporos, chegando a inibir 100% na
concentracéo 7400 plL™.

O estimulo & germinacdo na concentracdo inicial pode ser atribuido a
capacidade de adaptacao bioquimica do fungo aos componentes do éleo essencial
do cravo. Leite e Stangarlin (2008) indicam que alguns esporos possuem
mucilagens superficiais como estratégia de sobrevivéncia em situacfes adversas.
Os autores complementam informando que as proteinas das mucilagens ricas em
prolina se ligam aos compostos fendlicos anulando a acéo dos fenilpropandides,
tornando-0s menos toxicos.

O aumento nas concentracdes do 0leo essencial elevou o nivel de toxicidade
tornando o ambiente mais adverso. Com isso o fungo perdeu a capacidade de
adaptacdo bioquimica e consequentemente, houve reducdo crescente na
capacidade de germinacdo dos esporos. A literatura indica ainda os 6leos
essenciais interagem com a estrutura fangica, desnhaturando as enzimas
responsaveis pela germinacdo de esporos, producdo de energia e sintese de
compostos estruturais ou interferindo no aminoacido envolvido na germinacéo,
conferindo aos Oleos essenciais acdo esporicidas em certas concentracfes
(Velazquez-Nurfiez et al. 2013; Casas et al., 2016).

Nem sempre a dosagem testada contra determinado microrganismo tem
efeito fungicida, uma vez que a acdo tem relacdo direta com a espécie vegetal
testada e a interacdo com o microrganismo. Todavia, de acordo com Sharma et al.
(2017) por serem lipofilicos os 6leos essenciais conseguem penetrar na bicamada
lipidica e provocar danos a membrana fangica. Por isso a importancia em observar
microscopicamente as estruturas do propagulo, uma vez que o 6leo essencial pode

provocar alteracdes que impecam o desenvolvimento e reproducédo do fungo.

3.6. Avaliacdo microscoépica
Por meio das observacdes ao microscopio foi possivel detectar o efeito
toxico do OEC a partir das alteragcbes morfologicas na estrutura do C.
gloesporioides, conforme Figura 7. O tratamento controle apresentou hifas,
apressorios e esporos caracteristicos da espécie (Figura 7A). Entretanto, na
presenca do Oleo essencial as hifas apresentaram deformacbes do tipo

enrugamento (Figura 7B, 7D), enrolamento nas terminacdes (Figura 7E, 7F) e
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perda do conteudo citoplasmatico (Figura 7D, 7F). Os esporos apresentaram-se
deformados (Figura 7D) ou ausentes (Figura 7E, 7F).

Resultados semelhantes de modificagcdes superficiais foram descritos por.
Costa et al. (2011) utilizando 6leo essencial de S. aromaticum contra R. solani, F.
oxysporum, F. solani e M. phaseolina. Também Sharma e Tripathi (2008) usando
Oleo essencial de C. sinensis em A. niger perceberam alteracées. Brito et al. (2015)
perceberam que o Oleo essencial de Lippia sidoides provocou alteracdes
morfologicas inibindo ou reduzindo a emissdo de hifas e pseudohifas em Candida

Spp.

Figura 7. Estruturas fangicas do Colletotrichum gloeosporioides cultivado em diferentes
concentracdes do éleo essencial de cravo. A. O plLt. B. 150 plIL2. C. 300 pILt D. 450 plLt. E. 600
MILL F. 750 plLt.

Foi possivel observar também a formacao de clamidosporos (Figura 7C).
Essas células sdo estruturas de resisténcia produzidas por muitas espécies de
fungos favorecendo a sobrevivéncia do microrganismo em condi¢des desfavoraveis
(Son, Jungkwan e Lee, 2012), a exemplo da seca prolongada ou variacdo de
temperatura. A presenca do Oleo essencial de cravo no meio de cultura foi um
potencializador do estresse, estimulando o microrganismo a produzir as estruturas
de resisténcia com objetivo de manter-se vivo ho ambiente adverso.

Essas observacoes indicam a atividade antifungica do 6leo essencial de S.

aromaticum. O eugenol, principal constituinte, se difunde entre as membranas
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celulares modificando a estrutura das membranas e perturbando o crescimento
fangico (Harri, 2008; Costa et al., 2011; Mangany et al. 2015). Todavia, deve-se
considerar a acdo do fitocomplexo do 6leo essencial de cravo que contribui na
potencializagdo da atividade fungitéxica.

E possivel inferir que a atividade antifiingica do OEC esta relacionada a sua
capacidade lipofilica. A composicdo quimica do 6leo interage com o lipideo da
membrana e da mitocéndria, provocando a perda de ATP intracelular e ions de
potéssio, alteragfes nas hifas, perda dos constituintes celulares, a lise dos esporos
e deformacao dos micélios, resultando na desordem e morte celular (Costa et al.,
2011; Rana et al., 2011; Cortés-Rojas et al., 2014; Rajesh, 2014; Sharma et al.,
2017). A literatura comprova que as substancias presentes nos 0leos essenciais
interagem com o lipideo da membrana fungica causando mudancas na
permeabilidade e na estrutura. O ataque a parede celular resulta em retracdo do
citoplasma nas hifas, possivelmente devido a interferéncia nas reacdes enzimaticas
de sintese de paredes, afetando a morfogénese e o crescimento dos fungos
(Sharma e Tripathi, 2008). Ocorrem também o extravasamento do material celular
e o murchamento das hifas (Costa et al., 2011; Santos et al., 2013; Maia et al.,
2015).

As alteracdes morfologicas observadas sédo importantes, pois sdo mais uma
evidéncia do efeito do Oleo essencial de cravo sobre o desenvolvimento e a
viabilidade do C. gloeosporioides. Dessa forma, pressupde-se que o 6leo essencial
de S. aromaticum ao alterar a estrutura natural do microrganismo seja capaz de
reduzir também a sua patogenicidade, sendo um potencial agente antifiingico
natural.

Sugerem-se novos estudos para avaliar a concentracdo do 6leo essencial
capaz de impedir o desenvolvimento do microrganismo in vivo e

consequentemente, controlar a antrachose em mamao pos-colheita.
4. CONCLUSAO
Conclui-se que o 6leo essencial de cravo possui efeito fungitoxico sobre o C.

gloeosporioides causando alteracdes nas estruturas das col6nias e inibicdo do seu

desenvolvimento.
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Resumo: O fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides € o agente causal da
antracnose, uma das principais doencas que acometem o mamao. O controle do
fungo normalmente é feito com a utilizacdo de fungicidas sintéticos que, em
excesso, podem prejudicar os consumidores e o ambiente, por isso a busca por
produtos naturais que minimizem esses efeitos adversos tem estimulado pesquisas
com os Oleos essenciais. Diante do exposto, o objetivo no trabalho foi avaliar a acdo
de revestimentos comestiveis de origem bioldgica no controle in vivo da antracnose
em duas variedades de mamao na pés-colheita. O experimento foi conduzido em
trés etapas e em todas os frutos das variedades Alianca e Golden THB foram
adquiridos no estadio 1 de maturacéo, selecionados e submetidos a limpeza e
sanitizados a 100 ppm por dez minutos. Na primeira etapa testou-se sete métodos
de inoculacao artificial do C. gloeosporioides em superficie do maméao intacta ou
com injuria fisica. O método que permitiu a melhor avaliacao da severidade doenca
em condi¢Oes laboratoriais foi selecionado para a segunda etapa em que seis
diferentes concentracfes do 6leo essencial de cravo - OEC (0 pILt; 750 plLt;1250
pIL2; 1750 plLt; 2250 pllt; 2750 plL?) foram pulverizados nos frutos para avaliar o
controle da lesdo dos mamdes armazenados em temperatura ambiente até
atingirem o estadio 5 de maturacdo. Na terceira etapa, a concentracdo do OEC
mais eficiente no controle da lesdo foi testada associada ou ndo a suspenséao de
fécula de mandioca - SFM como revestimento comestivel: Controle; SFM a 2,25%;
OEC; SFM a 2,25% + OEC. Os resultados apontaram que o melhor método de
inoculacao artificial foi a deposi¢do do disco fungico sobre injdria Unica feita em
quatro regides equidistantes do mamao. As trés maiores concentracdes do OEC
inibiram mais de 44% do diametro da lesdo da antracnose, selecionando-se a
concentracdo 1750 plL-t para compor o revestimento comestivel por utilizar a
menor quantidade do OEC e apresentar o mesmo efeito inibitério das
concentragcbes 2250 plLt; 2750 plLt. A pelicula SFM foi eficiente no controle da
doenca nas duas variedades estudadas, entretanto, a associacdo do OEC a SFM
também apresentou comportamento satisfatorio no retardo do desenvolvimento e
velocidade de crescimento da lesdo, com desempenhos superiores aos dos frutos
nao revestidos. Conclui-se que a aplicagdo do revestimento SFM, de maneira
isolada ou associada ao OEC, controla a antracnose em mamao pos-colheita.

Palavras-chave: Carica papaya, Manihot esculenta, fruticultura organica, biofilme.
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Postharvest control of anthracnose in papaya using cassava starch and clove
essential oil coatings

Abstract: The phytopathogen Colletotrichum gloeosporioides is the causal agent of
anthracnose, one of the main diseases affecting papaya. The control of the fungus
is usually done by using synthetic fungicides that, in excess, can harm consumers
and the environment, so the search for natural products that minimize these adverse
effects has stimulated research with essential oils. Given the above, the objective
of this work was to evaluate the action of edible coatings of biological origin in the
in vivo control of anthracnose in two varieties of papaya postharvest. The
experiment was conducted in three steps and all fruits of the varieties Aliance and
Golden THB were acquired in stage 1 of maturation, selected and subjected to
cleaning and sanitized at 100 ppm for ten minutes. In the first stage, seven methods
of artificial inoculation of C. gloeosporioides on intact or physically injured papaya
surface were tested. The method that allowed the best assessment of disease
severity under laboratory conditions was selected for the second stage in which six
different concentrations of clove essential oil - OEC (0 pIL%; 750 plL?t; 1250 pIL?;
1750 plL-1; 2250 plLt; 2750 plLt) were sprayed on the fruits to evaluate the lesion
control of papaya stored at room temperature until they reached stage 5 of
maturation. In the third stage, the most efficient OEC concentration in the lesion
control was tested associated or not with the cassava starch suspension - SFM as
edible coating: Control; SFM 2.25%; OEC; SFM 2.25% + OEC. The results showed
that the best method of artificial inoculation was the fungal disc deposition on a
single injury done in four equidistant regions of the papaya. The three highest OEC
concentrations inhibited more than 44% of the anthracnose lesion diameter by
selecting the 1750 plL* concentration to compose the edible coating as it used the
smallest amount of OEC and had the same inhibitory effect as the 2250 plL"1; 2750
plLt, The SFM film was efficient to control the disease in both varieties studied,
however, the association of OEC with SFM also presented satisfactory behavior in
the developmental delay and growth speed of the lesion, with superior performances
than the uncoated fruits. It can be concluded that the application of SFM coating,
alone or associated with OEC, controls anthracnose in postharvest papaya.

Keywords: Carica papaya, Manihot esculenta, organic fruit growing, biofilm.
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1. INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya), € uma cultura economicamente importante no
Brasil sendo a Bahia uma das maiores regides produtoras (Anuario brasileiro da
fruticultura, 2018). As frutas sdo susceptiveis a contaminacdo por fungos
fitopatogénicos, favorecida por fatores ambientais e danos mecanicos (Coelho,
Hoffmann e Hirooka, 2003), que resultam em perdas pos-colheita.

A antracnose, uma das principais doenca da cultura, € provocada pelo
complexo fangico Colletotrichum spp. que pode infectar os frutos no estadio
fisiologicamente imaturos e permanecer quiescente até o mamao atingir o
climatério, quando entdo germinam e produzem estruturas de penetracao
(Boonruang et al., 2017; Lu et al., 2017; Tatagiba et al., 2002), resultando em
manchas pretas de aspecto gelatinoso (Oliveira et al., 2000; Cia e Benato, 2005).
Isso inviabiliza os frutos para a comercializacédo e, consequentemente, reduz o seu
valor comercial.

Considerando a importancia socioeconémica da fruticultura para o pais, a
utilizacado de métodos de controles capazes de inibir ou retardar o desenvolvimento
de microrganismos tem um papel importante no prolongamento da vida atil pés-
colheita dos frutos. Atualmente, esse controle é dependente de fungicidas sintéticos
e devido ao potencial de toxicidade ao ser humano e os possiveis efeitos bioldégicos
indesejaveis (Hernandez-Montiel et al., 2018; Vilaplana, Pazmifio e Valéncia-
Chamorro, 2018; Wang, Gao e Heng, 2018), a busca por agentes antifungicos
naturais tem impulsionado estudos que investigam uma tecnologia de controle sem
deixar residuos nos alimentos.

Pesquisas com oOleos essenciais indicam que esses compostos Sao
considerados opg¢fes naturais, seguros e biodegradaveis, além de possuirem um
amplo espectro de atividades fungicidas contra patdgenos poés-colheita
(Hasheminejad, Khodaiyan e Safari, 2019) ao atuarem na estrutura celular
promovendo o desequilibrio e morte dos fungos (Goncalves et al., 2015; Oliveira et
al., 2016). Dentre eles o0 6leo essencial do cravo (Syzygium aromaticum) se destaca
por possuir compostos com agdo antifungica comprovada, a exemplo do eugenol
(Ascencédo e Mouchrek Filho, 2013; Sarto e Zanusso Junior, 2014).

O potencial antifungico do o6leo de cravo ja foi descrito em diversos trabalhos

cientificos (Aguilar-Gonzélez et al., 2015; Fialho et al., 2015; Mangany et al., 2015;
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Velazquez-Nunes et al., 2013). Dependendo do microrganismo, da dosagem e da
forma de aplicacdo, o 6leo pode ter atividade fungitoxica ou fungicida. Contudo,
como os constituintes do 6leo essencial do cravo sdo altamente volateis e pouco
soliveis em &gua, o0 seu potencial antimicrobiano por vezes pode ser
consideravelmente limitado (Hasheminejad, Khodaiyan e Safari, 2019).

Incorporar o 6leo de cravo ao revestimento comestivel pode potencializar a
acao deste contra o desenvolvimento da antracnose em maméao. Denomina-se
revestimento comestivel a camada fina e uniforme de compostos comestiveis
aplicados diretamente sobre a superficie do alimento, seja por pulverizacado ou
imersdo (Hassan et al., 2018; Salgado et al., 2015). A pelicula comestivel evita as
perdas de gases e de agua, reduz as taxas respiratérias de reacfes oxidativas e,
consequentemente, inibe o processo de senescéncia e disturbios fisiolégicos, além
de proteger o alimento contra danos mecanicos e microbiolégicos (Arnon-Rips e
Poverenov, 2018; Thakur et al., 2019; Yan et al.,2019). Todos esses fatores
resultam na melhoria da aparéncia e no aumento do tempo de conservagédo do
vegetal.

Uma matéria prima utilizada como revestimento é a fécula extraida da
mandioca (Manihot esculenta). Por ser um polissacarideo biodegradavel, de baixo
custo e amplamente disponivel no Brasil vem sendo estudado como revestimento
de produtos horticolas por necessitar de baixa temperatura para atingir o ponto de
gelatinizacdo e manter estavel o gel formado (Fakhoury et al. 2012; Luvielmo e
Lamas, 2012; Orzari, Santos e Janegitz, 2018). Importante ressaltar que esses
materiais provocam poucos efeitos adversos ao ambiente e protegem o0s vegetais
da degradacdo durante o armazenamento, por isso vem sendo amplamente
utilizados.

Diante do exposto o objetivo na pesquisa foi investigar o potencial antifangico
do Oleo essencial de cravo e de revestimentos a base de fécula de mandiocas no

controle da antracnose em maméao pos-colheita.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Matéria-prima

Os mamdes da variedade Golden THB e Alianca (ambos do grupo Solo)

foram provenientes dos municipios de Mucuri-BA e Eunapolis-BA,
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respectivamente, transportados ao Laboratorio de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Embrapa Mandioca e Fruticultura ainda no estadio 1 de maturacéo
(até 15% da superficie amarela), conforme escala visual publicada pela GEAGESP
(2009). Os frutos foram selecionados de acordo com a similaridade de maturacao,
auséncia de defeitos superficiais ou sintomas de doencas. Todos os mamdes foram
submetidos a limpeza em agua corrente, sanitizacdo em solucéo de hipoclorito de
sédio a 100 ppm durante 10 minutos, enxaguados com agua corrente e deixados
para secar sobre bancadas a temperatura ambiente em diferentes épocas do ano.

2.2. Determinacdo do método de inoculacao fungica nos frutos de mamoeiro

O microrganismo C. gloeosporioides foi obtido da Colegao de Cultura de
Fungos Fitopatogénicos do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e
Fruticultura no municipio de Cruz das Almas-BA. A confirmacdo da espécie foi
realizada baseando-se nas caracteristicas macro e microscopicas (Sutton, 1980),
por meio do crescimento do fungo em batata-dextrose-agar (BDA), suplementado
com 50 yL.mL* do antibiético clorofenicol, e incubado por 8 a 12 dias a 27 °C.

ApoOs a limpeza e sanitizacdo, os frutos da variedade Golden THB foram
divididos em sete tratamentos correspondentes aos diferentes métodos de
inoculacdo do C. gloeosporioides: T1 - aspersdo da solucdo de esporos 10°
conidios.mL™ na superficie intacta; T2 - deposicdo de 15 pL da solucdo de 108
conidios.mL? sobre quatro regides equidistantes da epiderme intacta; T3 -
deposicdo de 15 pL da solucédo de 10° conidios.mL sobre um conjunto de cinco
ferimentos feitos em quatro regides equidistantes; T4 - deposicdo de um disco
fungico em quatro regifes equidistantes da epiderme intacta; T5 - deposi¢do do
disco fungico sobre unica injuria feita em quatro regides equidistantes; T6 -
deposi¢cdo de um disco fungico sobre um conjunto de cinco ferimentos feitos na
epiderme do mamao; T7 - controle (sem fungo e sem injuria).

Os discos fungicos mediam 7 mm de diametro e consistiam de meio BDA
contendo propagulos do Colletotrichum sp. Os ferimentos foram realizados com
auxilio de agulha metalica hipodérmica previamente esterilizada. A profundidade
dos ferimentos foi padronizada em 7 mm para a deposi¢ao da solugao de esporos
e o latex dos ferimentos foi removido com auxilio de algoddo. Os mamdes
permaneceram acondicionados em camara umida por 24 horas e posteriormente

foi avaliada a incidéncia da doenca.
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2.3. Extracéo do 6leo essencial de cravo

Os botdes florais do cravo (Syzygium aromaticum) foram provenientes do
municipio de Valenca-BA e transportados ao laboratério de Fitoquimica na
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB. A exsicata utilizada para a
identificacdo da espécie encontra-se depositada no Herbario da UFRB, sob o
namero de registro Hurb 14874. A extracdo do 6leo essencial foi realizada pelo
método da hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, conforme metodologia descrita
em Santos et al. (2004).

2.4. Determinagdo da melhor concentracdo do Oleo essencial de cravo no
controle da antracnose
Uma vez definido o melhor método de inoculacdo, os mamdes no estadio 1
de maturacéo foram inoculados com o C. gloeosporioides e incubados em camara
Umida por 24 horas. Apos esse periodo os frutos foram pulverizados com diferentes
concentragfes do 6leo essencial do cravo — OEC (diluido no agente dispersante
Tween 20 a 10%) nas seguintes concentracdes: controle; 750 yLL™*; 1250 pLL™;
1750 pLL?; 2250 uyLL?; 2750 uyLL®. Os frutos permaneceram em temperatura
ambiente (25 + 2°C e 70 £ 5% UR) até atingirem o estadio 5 de maturacao (75% ou
mais da casca amarela). Diariamente, avaliou-se o didmetro da lesdo com auxilio
de uma régua graduada em dois sentidos diametralmente opostos visando avaliar
o desenvolvimento da doenca. A concentracdo mais efetiva do éleo foi selecionada

para compor o revestimento comestivel.

2.5. Aplicagéo do Oleo adicionado ao revestimento de fécula de mandioca em
mamaoes

A eficiéncia dos revestimentos foi testada em frutos de duas variedades,
Alianca e Golden THB. O estadio de maturacéo dos frutos, os processos de limpeza
e sanitizagéo foram realizados conforme descrito na segéo 2.1.

A suspensdo de fécula de mandioca (SFM) a 2,25% foi preparada
dissolvendo 2,25 g da fécula em 100 mL agua destilada, aquecido em banho maria
com agitacao a 80°C até a mistura ficar limpida. A concentracdo do OEC eleita na
etapa anterior foi adicionada a SFM para o preparo do revestimento misto. Os

revestimentos foram aplicados apds atingirem a temperatura ambiente. Os frutos
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foram categorizados aleatoriamente em cinco grupos compostos por 10 mamdoes
cada. Os tratamentos foram: C- Controle (frutos sem revestimento); CN - Controle
negativo (revestido com tween 20 a 10%); SFM (frutos revestidos com fécula a
2,25%); OEC (frutos revestidos com Oleo essencial de cravo na concentracao
eleita); SFM + OEC (frutos revestidos com fécula de mandioca a 2,25% associada
ao Oleo essencial de cravo na concentracao eleita).

Os frutos dos tratamentos SFM e SFM + OEC foram imersos nas solucdes
de revestimento por aproximadamente 15 segundos e o excesso escorrido. Os CN
e OEC foram pulverizados nos mamdes com auxilio de um aspersor manual até a
cobertura total da superficie. Todas as amostras foram secas em temperatura
ambiente, dispostas em bandejas plasticas e armazenadas sob temperatura
ambiente com umidade relativa de 75% + 2% para a avaliagdo do desenvolvimento

da lesdo até o estadio 5 de maturacédo dos frutos (média de 5 dias).

2.6. Avaliacdo da Percentagem de Inibicdo do Crescimento da Lesao (PICL) e

do Indice de Velocidade do Crescimento da Les&o (IVCL)
O controle da leséo foi avaliado diariamente conforme avaliacdo citada no
tépico 2.4. As médias foram utilizadas para calcular a PICL conforme a seguinte

equacao:

(didmetro da lesdo da testemunha — didmento da lesdo do tratamento)
PICL (%) = — ~ x100
didmetro da lesdo da testemunha

O IVCL, expressos em cm.dia, também foi calculado a partir da avaliagéo

diaria do controle da doenca por meio da equacgéo a seguir:

Y(diametro atual da lesio — diazmento anterior da les3o)

IVCL =
numero de dias de avaliacio

2.7. Analise estatistica
O experimento para determinar a concentracao ideal do OEC foi realizado
no delineamento inteiramente casualizado com 05 repeticdes por tratamento,
sendo cada fruto uma repeticdo. Todo o ensaio foi repetido 2 vezes. As médias das

lesGes das duas etapas foram submetidas a analise de variancia aplicando-se, e
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posteriormente, o teste de regresséao pelo programa R (THE R FOUNDATION FOR
STATISTICAL COMPUTING, 2013, versao 3.0.1)

O experimento que definiu o melhor revestimento comestivel foi executado
em delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticdes por tratamento,
sendo cada fruto uma repeticdo. Todo o processo foi repetido 3 vezes. As médias
das lesbes foram submetidas a andlise de variancia, aplicando-se o teste de Scott-

Knott também pelo programa R.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecdo do método de inoculacéo

Todos os métodos testados permitiram o desenvolvimento da antracnose,
ora apresentando manifestacbes brandas, ora agressivas. Possivelmente o
advento dos sintomas esta associado a capacidade de producéo da cutinase pelo
C. gloeosporioides. De acordo com Lima Filho, Oliveira e Menezes (2003) e Nery-
Silva et al. (2007) essa enzima rompe a cuticula do vegetal e favorece a penetracao
do fungo no fruto.

Testar métodos de infeccdo que permitam avaliar o controle da doenca em
condi¢des laboratoriais € o primeiro passo para o desenvolvimento de novas
tecnologias. A superficie vegetal € normalmente coberta por uma substancia
hidrofébica denominada cuticula que dificulta a adeséo e penetracédo dos esporos.
Ao conseguir se fixar no vegetal ocorrem sucessivos processos de reconhecimento
gue resultardo na patogenicidade ou ndo (Leite e Stangarlin, 2008).

Os mamdes submetidos aos métodos de inoculacdo T1, T3, T5 e T6
proporcionaram les6es mais desenvolvidas conforme a Figura 8. No T1, esse
comportamento pode estar associado a maior superficie de contato do C.
gloeosporioides com o fruto provocada pela aspersdo da solugédo de esporos em
todo o mamao. A injaria fisica onde os propagulos foram depositados (T3, T5 e T6)
também aceleraram o desenvolvimento da doenca por promoverem uma condicao
favoravel a penetracdo e desenvolvimento do fitopatdgeno. Leite e Stangarlin
(2008) alertam que os ferimentos provocados na superficie vegetal liberam
nutrientes que estimulam a germinacdo dos esporos e podem evoluir para uma

futura interacao patdégeno-hospedeiro.
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Nos tratamentos em que houve a deposi¢do da solucdo de esporos (T2) e
do disco fangico (T4) na superficie intacta do mamao néo se verificou o
desenvolvimento da doengca na mesma intensidade dos demais tratamentos,
sugerindo que a auséncia da injuria fisica na epiderme retardou o processo de
infeccdo. Somente apos atingirem o estadio 5 de maturacéo os frutos apresentaram
exsudados gomosos e pequenas lesdes de coloracdo marrom, demonstrando os
sintomas iniciais da antracnose. De acordo com Gomes (2008) a medida em que
os mamdes amadurecem, a quantidade da proteina enzimatica proteolitica
denominada papaina € reduzida e essa pode estar associada a inibicdo da
germinacao dos esporos e colonizacao fungica no fruto. Esse fato pode explicar o
porqué de os sintomas da antracnose sé aparecerem ap0s o estadio maximo de

amadurecimento nos tratamentos sem injuria fisica.

Figura 8. Sintomas de antracnose em mam&es inoculados com Colletotrichum gloeosporioides ap6s
5 dias de inoculacdo. A — T1: aspersédo da solucdo de esporos 106 conidios.mL1; B — T2: deposi¢cdo
de 15 pL da solucdo de 10° conidios.mL-! sobre quatro regides equidistantes da epiderme intacta;
C — T3: deposicado de 15 pL da solucdo de 108 conidios.mL-1 sobre um conjunto de cinco ferimentos
feitos em quatro regides equidistantes; D — T4: deposi¢do de um disco fungico em quatro regides
equidistantes da epiderme intacta; E — T5: deposigao do disco fungico sobre Unica injuria feita em
guatro regides equidistantes; F -T6: deposicdo de um disco fungico sobre um conjunto de cinco
ferimentos feitos na epiderme do mamao.
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Embora os frutos submetidos aos T1, T3 e T6 tenham apresentado elevada
incidéncia da antracnose, nestes métodos foi mais dificil realizar a avaliacdo do
desenvolvimento das lesbes comprometendo a investigacdo da severidade da
doenca nos frutos. A deposi¢éo do disco contendo os propagulos sobre o ferimento
artificial em quatro areas distintas da epiderme do maméao (T5) acelerou a fase
inicial de infeccdo e permitiu o desenvolvimento dos sintomas de maneira isolada e
a avaliacao precisa ao longo do processo de maturagéo sem o risco de fuséo entre
as lesbes. Sendo assim, o0 método T5 de inoculagéo do fungo foi selecionado para

0s demais experimentos.

3.2. Determinacéo da concentracéo ideal do 6leo essencial de cravo no controle

da antracnose
Houve a incidéncia da antracnose nos mamdes de todos os tratamentos,
indicativo de que o indculo estava ativo e as condi¢des de estudo adequadas, uma
vez que a realizagdo do experimento foi em temperatura ambiente (média de 23 °C
a 27 °C), uma das condic¢des favoraveis para o desenvolvimento da antracnose. Os
comportamentos dos tratamentos estdo apresentados na Figura 9. As equagdes e

os coeficientes de correlacdo estao descritos na Tabela .
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Figura 9. Efeito de diferentes concentragfes do 6leo essencial de cravo no controle da antracnose
em mamao poés-colheita.

Tabela 2. Equacdes e coeficientes de correlacdo da aplicacdo de diferentes concentracdes do 6leo
essencial de cravo no controle da antracnose em mamao pds-colheita

Tratamento Equacéo R2

Controle y = 0,0050691x3 0,9874
750 plL-? y =0,0064571x® 0,9912
1250 pIL-t y =0,021473x2 0,9755
1750 pIL-t y =0,0023129x2 0,9877
2250 plL-1 y = 0,002624x3 0,994
2750 plL-? y =0,0027832x> 0,993

As trés maiores concentracbes do

OEC (1750; 2250 e 2750 plL-1)

apresentaram melhor desempenho no controle da doenca, resultando em lesbes

com o0s menores diametros nos ultimos dia de avaliagdo. Esses tratamentos

chegaram a inibir mais de 44% do diametro da lesdo em comparac¢éo ao controle.

Possivelmente, a maior quantidade do OEC proporcionada pelo aumento da

concentracdo desencadeou acdo fungitoxica no C. gloeosporioides em nivel

suficiente para retardar o seu desenvolvimento.

De maneira geral, 0 modo de acdo dos 6leos essenciais com atividade

antifingica se da por meio de danos & membrana, inibicdo da mitose, da sintese
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de proteina e do ergosterol, do crescimento micelial e da germinagcédo dos esporos.
Podem ocorrer também a granulacdo do citoplasma e a quebra da cadeia do
transporte de elétrons dentre outros (Cruz et al., 2012; Fajinmi et al., 2018). Como
consequéncia, o fitopatdgeno ndo se desenvolve, as chances de frutos doentes
contaminarem os sadios diminuem e a doenca se mantem controlada.

Os mamdes submetidos as concentragbes 750 yL.L? e 1250 pL.L?
apresentaram baixa eficiéncia, pois o desenvolvimento das lesfes foi semelhante
ao controle. Provavelmente, a baixa concentragédo do OEC, quando em contato com
0 microrganismo nédo foi capaz de provocar um efeito inibitério. Por ser uma
dosagem baixa 0s compostos ativos disponiveis foram insuficientes para penetrar
na membrana e provocar alteracdes celulares capazes de comprometer o
desenvolvimento do C. gloeosporioides. Comportamento semelhante foi observado
por Demartelaere et al. (2018) em que a dose mais baixa do extrato de Caesalpinia
férrea, dentre as testadas, ofereceu menor protecao antifUngica em virtude do baixo
acumulo dos compostos toxicos ndo conseguir alterar o metabolismo do
microrganismo.

Diante dos desempenhos obtidos definiu-se a concentracdo de 1750 pL.L?
do OEC para ser adicionada ao revestimento de fécula por apresentar efeito
satisfatério e utilizar menor quantidade de 6leo em comparagdo aos demais

tratamentos.

3.3. Aplicacdo do OEC em adicdo ao revestimento de fécula de mandioca

Todos os frutos revestidos apresentaram incidéncia da doenca durante o
armazenamento. Entretanto, no que se refere ao progresso da doenca, houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os revestimentos empregados.

Nas duas cultivares de mamé&o, os revestimentos contendo a fécula de
mandioca foram destaques no controle da lesdo com percentuais de inibicdo
maxima de 69,06% para a cultivar Alianca e 60,05% para a Golden THB. Verificou-
se ainda que, na variedade Alianca, os tratamentos OEC e SFM + OEC
apresentaram desempenho semelhantes, sendo superiores aos tratamentos

controles na inibicdo do desenvolvimento da leséo (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito dos revestimentos sobre o percentual de inibicdo do crescimento da lesédo (PICL)
e o indice de velocidade de crescimento da lesdo em mamao pds-colheita

PICL (%) IVCL (cm.dia?)
Tratamento - ;
Alianca Golden THB Alianca Golden THB

C (frutos sem revestimento) 0,00c 0,00b 0,71a 0,52a
CN (tween 10%) 0,00c 0,00b 0,67a 0,51a
SFM 69,06a 51,26a 0,50c 0,42b
OEC 45,56b 16,53b 0,60b 0,47a
SFM + OEC 38,23b 60,05a 0,65b 0,40b
CV (%) 39,42 62,96 22,72 30,24

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de médias Scott-Knott a 5% de
significancia C: controle, CN: controle negativo, SFM: suspenséo de fécula de mandioca, OEC: 4leo esséncia
de cravo, SFM+OEC: suspensao de fécula de mandioca associada ao 6leo esséncia de cravo.

O IVLC também foi influenciado pela presenca da fécula de mandioca, com
inibicdo maxima na velocidade de crescimento para os frutos cobertos apenas com
a SFM na variedade Alianca. Na variedade Golden THB, os tratamentos SFM e
SFM + OEC promoveram um retardo mais acentuado na velocidade de crescimento
da lesdo, com velocidade maxima de crescimento de 0,42 cm.dia™:

Supbe-se que a genética tenha interferido no modo de atuacdo dos
revestimentos, embora ndo tenham sido encontrados registros que apontem
diferencas na estrutura da epiderme de ambas variedades. Foi possivel perceber
que o OEC na variedade Golden THB néo diferiu dos controles (p < 0,05), tanto na
avaliacdo da PICL, quanto do IVCL, todavia, na variedade Alianca, o OEC
apresentou comportamento semelhante ao tratamento SFM + OEC, ambos
superiores aos controles na inibicdo do crescimento e da velocidade de crescimento
das lesdes.

O 6timo desempenho dos revestimentos contendo fécula de mandioca (SFM
e OEC+SFM) pode estar associado tanto ao seu modo de aplicacdo, quanto a
natureza do polissacarideo. Os frutos desses tratamentos foram imersos na
suspensao de fécula, favorecendo o aumento da superficie de contato do
revestimento no fruto, e consequentemente o recobrimento total da epiderme.

Associada a isso, a constituicdo quimica da fécula de mandioca também
pode ter influenciado no controle da antracnose. Assis e Britto (2014) apontam que
apos a imersédo dos frutos nas solucdes de revestimento, as espécies poliméricas
ali presentes formam ligagOes fortes e fracas com a superficie da fruta. Isso reduz
as trocas gasosas do vegetal com o ambiente (Luvielmo e Lamas, 2012). Outra
caracteristica dos revestimentos polissacarideos é sua a propriedade fungicida e
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fungistatica que dificulta desenvolvimento do C. gloeosporioides e,
consequentemente, da doenca. Trigo et al. (2012) acreditam que estas apresentam
atividade antimicrobiana, pois ao se entrelagarem no entorno do microrganismo as
moléculas poliméricas criam uma barreira fisica que impede a penetracdo de
nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento.

Cruz et al. (2012) alertam que o revestimento aplicado de maneira adequada
nos frutos diminui a incidéncia de microrganismos patogénicos. Magbool et al.
(2011) perceberam que a goma arabica associada aos 6leos essenciais de capim
liméo e canela limitou a penetracéo do tubo germinativo dos fungos causadores da
antracnose em mamao e banana, atuando como barreira fisica.

O OEC é quimicamente formado, em sua maioria, pelos fenilpropandides
eugenol e o acetato de eugenol (Jakiemiu, 2008; Oliveira et al., 2009; Marya et al.,
2012; Cortés-Rojas et al., 2014) e por monoterpenos e sesquiterpenos, compostos
de baixo peso molecular que costumam ser substancias volateis (Felipe & Bicas,
2017) em temperatura ambiente. Isso implica dizer que a maior parte dos
compostos do OEC com propriedades antifingicas podem se perder no ambiente
no momento da aplicacdo no fruto. Por isso, a incorporacdo do OEC a SFM pode
contribuir na reducédo das perdas dos volateis otimizando assim a sua acado como
revestimento.

De acordo com Grande-Tovar et al. (2018) a incorporacao do 6leo essencial
a matriz polimérica reduz a taxa de difusdo e aumenta a concentracdo dos
compostos ativos em contato com a superficie do alimento. Zillo et al. (2018)
alertam que por apresentarem aromas intensos e alto custo de aplicacdo, associar
o 6leo essencial a um revestimento pode promover a reducdo da quantidade
utilizada e contribuir, consequentemente, com a reducédo do aroma e dos custos.
Diversas pesquisas foram realizadas estudando a acdo dos metabdlitos
secundéarios associados ou ndo a revestimentos comestiveis no controle de
doencas pos-colheita (Magbool et al., 2011; Bill et al., 2014; Serpa et al., 2014; Zillo
et al., 2018). Os autores perceberam que, na maioria das vezes, a acao combinada
elevou o potencial antimicrobiano de um dos componentes contribuindo com a
reducdo da incidéncia e da severidade da doenca. No presente estudo, foi possivel
observar que, na variedade Golden TBH, a acdo do OEC foi potencializada apos a

incorporacdo em SFM.
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No Brasil a utilizacdo de fungicidas sintéticos ainda é uma das técnicas de
controle da antracnose mais utilizada, contribuindo com o alto nivel de residuos nos
alimentos e com aumento da resisténcia do microrganismo. Identificar produtos
naturais com potenciais bioativos capazes de retardar ou impedir o
desenvolvimento da doenca é um passo importante na geracdo de novos produtos
em substituicdo aos fungicidas sintéticos. A fécula de mandioca e o OEC sao
produtos naturais que podem ser manipulados pelo homem sem risco a saude, nem
prejuizo ao meio ambiente, além de ser uma opc¢do de aproveitamento desses
recursos disponiveis no pais. Pesquisas dessa natureza sdo importantes por
contribuir com a geracao de informacdes que, associadas ao manejo pés-colheita
adequado, podem culminar no desenvolvimento de novas tecnologias de controle
da antracnose e consequentemente, reduzir as perdas pds-colheita de mamaéo,

uma das frutas mais importantes na economia nacional.

4. CONCLUSOES

O método mais adequado para inocular o C. gloeosporioides em mamao € a
deposicao do disco fungico sobre um ferimento feito em quatro areas distintas da
epiderme do mamao.

Para a variedade Golden THB os revestimentos SFM e SFM + OEC retardam
0 desenvolvimento da antracnose, contudo o OEC isoladamente ndo apresenta
acao satisfatoria no controle da doenca.

Para a variedade Alianca, indica-se o revestimento comestivel SFM para a

aplicacdo em mamao poés-colheita.

5. AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem o apoio financeiro da Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela concesséo da bolsa
de estudos; ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPqQ) e a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB) pelo
financiamento da pesquisa e a Embrapa Mandioca e Fruticultura pela

disponibilidade do espaco fisico e dos frutos para a execucao do experimento.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



61

AGUILAR-GONZALEZ, A.E. et al. Antifungal activity of essential oils of clove
(Syzygium aromaticum) and/or mustard (Brassica nigra) in vapor phase against
grey mold (Botrytis cinerea). Innovative Food Science and Emerging
Technologies in strawberries, v. 32, p. 181-185, 2015.

ANDRADE, W. P. & VIEIRA, G. H. C. Efeito dos 6leos essenciais sobre a
antracnose in vitro e em frutos de mamoeiro. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, Campinas, v.18, n.1, supl. I, p.367-372, 2016.

ANUARIO brasileiro da fruticultura. Benno Bernardo Kist... [et al.]. — Santa Cruz
do Sul: Editora Gazeta Santa Cruz, 2018. 88p.

ARNON-RIPS, H.; POVERENOV, E. Improving food products' quality and
storability by using Layer by Layer edible coatings. Trends in Food Science &
Technology, v. 75, p. 81-92, 2018.

ASCENCAO, V. L.; MOUCHREK FILHO, V. E. Extrac&o, caracterizacdo quimica e
atividade antifingica de 6leo essencial Syzygium aromaticum (cravo da india).
Cadernos de Pesquisa, Sao Luis, v. 20, n. especial, p. 137-144, 2013.

ASSIS, 0. B. G. e BRITTO, D. de. Revisdo: coberturas comestiveis protetoras em
frutas: fundamentos e aplicacdes. Brazilian Journal of Food Technology,
Campinas, v. 17, n. 2, p. 87-97, 2014.

BILL, M. et al. The efficacy of combined application of edible coatings and thyme
oilin inducing resistance components in avocado (Persea americana Mill.) against
anthracnose during post-harvest storage. Crop Protection, 64, p.159-167, 2014.

BOONRUANG, K. et al. Antifungal effect of poly (lactic acid) films containing
thymol and R-(-)-carvone against anthracnose pathogens isolated from avocado
and citrus. Food Control, v. 78, p. 85-93, 2017.

CEAGESP. Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Séo Paulo.
Normas de classificacdo impressas pelo Programa Brasileiro de
Modernizacao da Horticultura —Mamé&o. Centro de Qualidade em Horticultura —
CQH/CEAGESP. 20009.

CHENG, S. et al. Antifungal activity of cinnamaldehyde and eugenol congeners
against wood-rot fungi. Bioresource Technology, v. 99, p. 5145-5149, 2008.

CIA, P.; BENATO, E. A. Doengas do mamado. Informe Agropecuario, Belo
Horizonte, v.26, n.228, p.25-29, 2005.

COELHO, A. R.; HOFFMANN, F. L. H. & HIROOKA, E. Y. Biocontrole de doencas
pos-colheita de frutas por leveduras: perspectivas de aplicacédo e seguranca
alimentar. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 24, n. 2, p. 337-358, jul./dez.
2003.

CORTES-ROJAS, D.F. et al. Clove (Syzygium aromaticum): a precious spice.
Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, v. 4, n. 2, p. 90-96, 2014.



62

CRUZ, M. de M. et al. Efeito de 6leos essenciais e revestimentos comestiveis
sobre podriddes pos-colheita em manga, cv. Kent. Revista Caatinga, Mossoro, v.
25, n. 2, p. 1-6, mar.-jun., 2012.

DEMARTELAERE, A. C. F. et al. Alternativas no controle da mancha marrom de
alternaria em tangerineira ‘Dancy’. Summa Phytopathologica. v.44, n.2, p. 164-
169, 2018.

FAJINMI, O. O. et al. Antifungal activity of the volatiles of Agathosma betulina and
Coleonema album commercial essential oil and their effect on the morphology of
fungal strains Trichophyton rubrum and T. mentagrophytes. South African
Journal of Botany, 6p., 2018.

FAKHOURY, F. M. et al. Edible films made from blends of manioc starch and
gelatin e Influence of different types of plasticizer and different levels of
macromolecules on their properties. LWT - Food Science and Technology, v.
49, p. 149-154, 2012.

FELIPE, L. O. & BICAS, J. L. Terpenos, aromas e a quimica dos compostos
naturais. Revista Quimica Nova na Escola, v. 39, n. 2, p. 120-130, 2017.

FIALHO, R. de O. et al. Efeito fungitdéxico de éleos essenciais sobre Phakopsora
euvitis, agente causal da ferrugem da videira. Arquivos do Instituto Bioldgico,
Séo Paulo, v.82, p. 1-7, 2015.

GOLCALVES, A.H. et al. Atividade fungitdxica in vitro dos 0leos essenciais de
Lippia sidoides Cham.,Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf. e de seus constituintes
majoritarios no controle de Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Rev. Bras. PI.
Med., Campinas, v.17, n.4, supl. lll, p.1007-1015, 2015.

GOMES, L. I. S. Métodos de inoculacéo de Colletotrichum gloeosporioides e
efeitos de 6leos essenciais no controle da antracnose em frutos de mamoeiro.
2008. 54 f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, 2008.

GRANDE-TOVAR, C. D. et al. Chitosan coatings enriched with essential oils:
Effects on fungi involved in fruit decay and mechanisms of action. Trends in Food
Science & Technology, v. 78, p. 61-71, 2018.

HASHEMINEJAD, N.; KHODAIYAN, F. & SAFARI, M. Improving the antifungal
activity of clove essential oil encapsulated by chitosan nanoparticles. Food
Chemistry, v. 275, p. 113-122, 2019.

HASSAN, B. et al. Recent advances on polysaccharides, lipids and protein based
edible films and coatings: A review. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 109, p. 1095-1107, 2018.

HERNANDEZ-MONTIEL, L. G. et al. Mechanisms employed by Debaryomyces
hansenii in biological control of anthracnose disease on papaya fruit. Postharvest
Biology and Technology, v. 139, may, p. 31-37, 2018.



63

JAKIEMIU, E. A. R. Uma contribuicdo ao estudo do 6leo essencial e do extrato de
tomilho (Thymus vulgaris L.). 2008. 89 f. Dissertagcéo (Mestrado em Tecnologia de
Alimentos) - Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2008.

LEITE, B. & STANGARLIN, J. R. Fisiologia e bioguimica de doencas fungicas. In:
Interacdo planta-patégeno: Fisiologia, bioquimica e biologia molecular.
Piracicaba: FEALQ, 2008. p.115-152.

LIMA FILHO, R. M.; OLIVEIRA, S. M. A. & MENEZES, M. Caracterizacéo
Enzimatica e Patogenicidade Cruzada de Colletotrichum spp. Associados a
Doencas de Pos-Colheita. Fitopatologia Brasileira, v. 28, n. 6, p.620-625, 2003.

LU, J. et al. Field detection of anthracnose crown rot in strawberry using
spectroscopy technology. Computers and Electronics in Agriculture, v. 135, p.
289-299, 2017.

LUVIELMO, M. de M. e LAMAS, S. V. Revestimentos comestiveis em frutas.
Estudos Tecnolégicos em Engenharia, v. 8, n. 1, p. 8-15, 2012.

MANGANY, M. C. et al. Antimicrobial activities of selected essential oils against
Fusarium oxysporum isolates and their biofilms. South African Journal of
Botany, v. 99, p. 115-121, 2015.

MAQBOOL, M. et al. Postharvest application of gum arabic and essential oils for
controlling anthracnose and quality of banana and papaya during cold storage.
Postharvest Biology and Technology, v. 62, Issue 1, p. 71-76, 2011.

MARYA, C. M. et al. In vitro inhibitory effect of clove essential oil and its two active
principles on tooth decalcification by apple juice. International Journal of
Dentistry, v. 2012, 2012.

NERY-SILVA, F. A. et al. Metodologia de inoculacao de fungos causadores da
podriddo peduncular em mamao. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 31, n. 5,
p. 1374-1379, 2007.

OLIVEIRA, A. A. R. et al. Doencas e seu controle. In: TRINDADE, A. V. (Org.).
Mamao. Producéo: aspectos técnicos. Brasilia: Embrapa, 2000. p. 43-52.

OLIVEIRA, R. A. de et al. Constituintes quimicos volateis de especiarias ricas em
eugenol. Revista Brasileira de Farmacognosia/Brazilian Journal of
Pharmacognosy, v.19, n.3, p.771-775, 2009

OLIVEIRA, L.B.S. et al. Atividade antifingica e possivel mecanismo de acao do
0leo essencial de folhas de Ocimum gratissimum (Linn.) sobre espécies de
Candida. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Campinas, v.18, n.2, p.511-
523, 2016.

ORZARI, L. O.; SANTOS, F. A. & JANEGITZ, B. C. Manioc starch thin film as
support of reduced graphene oxide: A novel architecture for electrochemical
sensors. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 823, 15, p. 350-358, 2018.



64

SALGADO, P. R. et al. Edible films and coatings containing bioactives. Current
Opinion in Food Science, v.5, October, p. 86-92, 2015.

SANTOS, A.S. et al. Descricdo de Sistema e de Métodos de Extracao de
Oleos Essenciais e Determinagcdo de Umidade de Biomassa em Laboratorio.
EMBRAPA, 2004. (Comunicado Técnico 99).

SARTO, M. P. M. & ZANUSSO JUNIOR, G. Atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais. Revista UNINGA Review, v.20, n.1, p.98-102, 2014.

SERPA, M. F. P. et al. Conservacao de manga com uso de fécula de mandioca
preparada com extrato de cravo e canela. Revista Ceres, v.61, n.6, 2014.

SUTTON, B.C. The Coelomycetes. Commonwealth Mycological Institute, Kew,
England. 696p. 1980.

TATAGIBA, J. S. et al. Controle e condi¢des climaticas favoraveis a antracnose do
mamoeiro. Fitopatologia Brasileira, v. 27, p.186-192, 2002.

THAKUR, R. et al. A starch edible surface coating delays banana fruit ripening.
LWT, v. 100, p. 341-347, 2019.

THE R FOUNDATION FOR STATISTICAL COMPUTING. The R Foudantion for
Statistical Computing, 2013. R version 2.15.3 (2013-03-01).

TRIGO, J. M. et al. Efeito de revestimentos comestiveis na conservagao de
mamdes minimamente processados. Brazilian Journal of Food Technology,
Campinas, v. 15, n. 2, p. 125-133, 2012.

VELAZQUEZ-NUNEZ, M. J. et al. Antifungal activity of orange (Citrus sinensis var.
Valencia) peel essential oil applied by direct addition or vapor contact. Food
Control, v.31, n. 1, p. 1-4, 2013.

VILAPLANA, R.; PAZMINO, L. & VALENCIA-CHAMORRO, S. Control of
anthracnose, caused by Colletotrichum musae, on postharvest organic banana by
thyme oil. Postharvest Biology and Technology, v. 138, apr, p. 56-63, 2018.

WANG, E.; GAO, Z.; HENG, Y. Improve access to the EU market by identifying
French consumer preference for fresh fruit from China. Journal of Integrative
Agriculture, v. 17, n. 6, p. 1463-1474, 2018.

YAN, J. et al. The effect of the layer-by-layer (LBL) edible coating on strawberry
guality and metabolites during storage. Postharvest Biology and Technology, v.
147, p. 29-38, 2019.

ZILLO, R. R. et al. Carboxymethylcellulose coating associated with essential oil
can increase papaya shelf life. Scientia Horticulturae, v. 239, p. 70-77, 2018.



ARTIGO 3

REVESTIMENTOS COMESTIVEIS EM MAMAO POS-COLHEITA: IMPACTO
NAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E SENSORIAIS?®

8 Artigo ajustado e submetido ao Comité Editorial do periédico cientifico European Food Research
and Technology.



66
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Resumo: A utilizacdo de revestimento comestivel em mamdes pode aumentar o
tempo de conservacdo e a eficacia pode ser elevada ao associar um agente
antimicrobiano como o 6leo essencial de cravo - OEC, desde que nao interfira nas
caracteristicas naturais do fruto. O objetivo do trabalho foi caracterizar os atributos
sensoriais e fisico-quimicos de mamao revestidos com solugdo de fécula de
mandioca, associada ou ndo ao 6leo de cravo. Os mamdes das variedades Golden
THB e Alianca foram colhidos no estadio 1 de maturacdo e submetidos aos
tratamentos: controle; SFM (suspenséo de fécula de mandioca); OEC (6leo de
cravo 1750 plL-1); SFM+OEC (suspenséao de fécula de mandioca + 6leo de cravo
1750 plL-1). No estadio 5 realizou-se as analises fisico-quimicas e sensoriais dos
frutos. Os provadores preferem consumir mamao de tamanho médio a pequeno e
com pelo menos 50% da casca amarela. Os revestimentos comestiveis néo
influenciaram as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos nas duas variedades
estudadas. Os mamdoes revestidos com tratamentos contendo fécula de mandioca
relataram boa aceitacdo sensorial, ndo diferindo estatisticamente do controle na
maioria dos atributos estudados. Destaque para a textura na boca em que estes
revestimentos foram superiores ao controle na variedade Golden THB. Avaliando a
intencdo de compra dos mamdes da variedade Alianca todos os tratamentos
obtiveram indices de aprovacdo, com 0S maiores percentuais nos termos
‘certamente compraria®” e apdés a degustacdo, o revestimento composto
(SFM+OEC) apresentou 80% da intencéo de compra dos provadores. Na variedade
Golden THB a aplicacédo isolada das peliculas proporcionou aos frutos uma maior
intencdo de compra. Conclui-se que o0s revestimentos ndo afetaram as
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos, todavia interferiram na aceitacao
sensorial. Para a variedade Alianga recomenda-se o revestimento SFM + OEC e
para os frutos da variedade Golden THB os revestimentos FM e OEC séo os mais
recomendados por se assemelharem ao controle.

Palavras-chave: Carica papaya, fécula de mandioca, Syzygium aromaticum,
intencdo de compra, aceitabilidade.
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Edible coatings in post-harvest papaya: impact on physical-chemical and
sensory characteristics

Abstract: The use of edible coating on papayas can increase shelf life and
effectiveness can be increased by combining an antimicrobial agent such as clove
essential oil - OEC, as long as it does not interfere with the natural characteristics
of the fruit. The objective of this work was to characterize the sensory and
physicochemical attributes of papaya coated with cassava starch solution,
associated or not with clove oil. Golden THB and Alianca papayas were harvested
at maturity stage 1 and submitted to treatments: control;, SFM (cassava starch
suspension); OEC (1750 pIL-t clove oil); SFM + OEC (Cassava starch suspension
+ 1750 plL-1 clove oil). In stage 5, the physicochemical and sensory analyzes of the
fruits were performed. Tasters prefer to consume medium to small papaya with at
least 50% yellow peel. Edible coatings did not influence the physicochemical
characteristics of the fruits in the two varieties studied. Papayas coated with cassava
starch treatments reported good sensory acceptance and did not differ statistically
from control in most of the attributes studied. Highlighting the texture in the mouth
where these coatings were superior to control in the Golden THB variety. Evaluating
the purchase intention of the Alliance variety papayas all treatments obtained
approval ratings, with the highest percentages under the terms "certainly would buy"
and after tasting, the composite coating (SFM + OEC) presented 80% of the tasters
purchase intention. In the Golden THB variety the isolated application of the films
provided the fruits with a greater purchase intention. It was concluded that the
coatings did not affect the physicochemical characteristics of the fruits, but interfered
with the sensory acceptance. For Alliance variety SFM + OEC coating is
recommended and for fruits of Golden THB variety FM and OEC coatings are most
recommended because they resemble control.

Keywords: Carica papaya, manioc starch, Syzygium aromaticum, purchase
intention; acceptability.
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1. INTRODUCAO

O mamao (Carica papaya) € um fruto climatérico que amadurece em curto
espaco de tempo em virtude dos processos bioquimicos naturais (Pereira et al.,
2006; Ruggiero et al., 2011, Dantas, Junghans e Lima, 2013). Além da alta
perecibilidade, o manuseio inadequado, as condicdes de armazenamento
deficientes (Flores-Lépez et al., 2016) e a incidéncia de doenca, como a
antracnose, comprometem a qualidade final do fruto resultando em perdas
significativas devido a rejeicdo dos consumidores. Cuidados poés-colheita que
estendam o seu tempo de conservacdo devem ser adotados e para isso varias
tecnologias sdo empregadas, tais como embalagens de atmosfera modificada,
conservantes, irradiacdo, aplicacdo de filmes e revestimentos ou peliculas
comestiveis (KUMARI et al., 2017).

Denomina-se revestimento comestivel a camada fina e uniforme que é
aplicada diretamente sobre a superficie do alimento. Este € formado principalmente
por polissacarideos, proteinas e lipidios (GUERREIRO et al., 2017; SANCHIS et
al., 2016), compostos comestiveis que sao aplicados ou formados diretamente nos
alimentos por meio da pulverizacdo ou imerséo, respeitando as boas préticas de
fabricacdo (Hassan et al., 2018; Salgado et al., 2015).

As peliculas tem por finalidade prolongar a vida Gtil pés-colheita dos vegetais
em virtude da protecéo das variaveis atmosféricas, da limitacdo do movimento dos
componentes volateis (Kumari et al., 2017) e umidade (Alali et al., 2018; Marquez
et al., 2017), da minimizacdo das reac¢des quimicas adversas e reducdo da
deterioragcéo e contaminagao microbiana (Hashemi et al., 2017; Thakur et al., 2018;
Marquez et al., 2017; Tavassoli-Kafrani, Shekarchizadeh & Masoudpour-Behabadi,
2016). Além disso, estdo entre as caracteristicas benéficas destes revestimentos a
comestibilidade, a biodegradabilidade (Tavassoli-Kafrani, Shekarchizadeh e
Masoudpour-Behabadi, 2016), a reducédo da poluicdo ambiental e a possibilidade
de comercializagéo de alimentos sem conservantes (Kumatri et al., 2017).

A fécula de mandioca é um material biodegradavel, de origem renovavel,
gue vem sendo estudada como revestimento de produtos horticolas, isoladamente
ou associado a outros compostos. Apresenta baixo custo e por ser isenta de
residuos quimicos sintéticos pode ser utilizada como revestimentos de produtos da

agricultura organica. Segundo Oliveira, Coneglian e Carmo (2015), as peliculas
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feitas a partir da fécula de mandioca sao resistentes e transparentes. Serpa et al.
(2014) complementam que por ser natural ndo exige periodo de caréncia nem
causam danos ao meio ambiente ou ser humano.

O cravo (Syzygium aromaticum) € um condimento utilizado ha muito tempo
como aditivo alimentar e reconhecido como seguro pela Food and Drug
Administration dos EUA (Kheawfu et al., 2018). O 0Oleo essencial extraido dos
botdes florais tem sido relatado como promissor no controle de microrganismos
causadores de doencas poOs-colheita (Sharma et al., 2017; Santamarina, et al.,
2016; Fialho et al. 2015; Mangany et al., 2015), possivelmente em virtude da
presenca do eugenol e demais compostos presentes no 6leo. De acordo com
Sivakumar e Bautista-Bafios (2014), os 0leos essenciais contendo alta
porcentagem de compostos fendlicos apresentam propriedades antimicrobianas
mais altas, com acao direta sobre o metabolismo celular afetando o crescimento
micelial e a germinacéo de esporos.

Associar um agente antimicrobiano, como o 6leo essencial de cravo - OEC,
a solucao de fécula de mandioca - SFM pode elevar a eficacia do revestimento na
conservacao pos-colheita. O grande desafio, no entanto, é que este promova a
conservacao do fruto sem modificar as suas caracteristicas naturais. Nesse sentido,
o objetivo do trabalho foi avaliar a aceitacdo sensorial e as caracteristicas fisico-
quimicas de frutos de mamoeiro revestidos com a fécula de mandioca associada

Oou ndo ao 6leo essencial de cravo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria-prima

Os mamoes das variedades Golden THB e Alianca foram adquiridos
respectivamente, dos municipios de Mucuri e Eundpolis no estado da Bahia,
transportados ao Laboratorio de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Os frutos foram colhidos no estadio 1 de maturacéo (até
15% da superficie amarela), e selecionados de acordo com a similaridade de
maturacdo, auséncia de defeitos superficiais ou crescimento fungico. Todos os
frutos foram submetidos a lavagem em agua corrente, sanitizagcdo em solucéo de
hipoclorito de s6dio a 100 ppm durante 10 minutos, enxaguados com agua corrente

e deixados para secar a temperatura ambiente.
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2.2. Extracdo do 6leo essencial de cravo da india

Os botdes florais do cravo da india (Syzygium aromaticum) foram
provenientes do municipio de Valenca-BA e transportados ao laboratorio de
Fitoquimica na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia — UFRB. A exsicata
utilizada para a identificacdo da espécie encontra-se depositada no Herbario da
UFRB, sob o numero de registro Hurb 14874. A extracdo do Oleo essencial foi
realizada pelo método da hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, conforme
metodologia descrita em Santos et al. (2004).

2.3. Preparo dos revestimentos e aplicacdo dos tratamentos

A formulacao de revestimento comestivel a base de fécula de mandioca (FM)
foi determinada por pré-teste. Dissolveu-se 2,25 g da fécula em 100 mL &gua
destilada, com agitacdo a 80°C para completa homogeneizacao da suspensdo com
aguecimento em banho maria sob agitacdo. Os frutos foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos compostos por 20 mamdes e submetidos aos
seguintes tratamentos: Controle (frutos ndo revestidos); SFM (frutos revestidos com
FM a 2,25%); OEC (frutos revestidos com OEC na concentracdo de 1750 plL-2);
SFM + OEC (frutos revestidos com FM a 2,25% + OEC na concentracdo de 1750
pIL-1). Os frutos dos tratamentos SFM e SFM + OEC foram mergulhados nas
solucdes de revestimento e 0 excesso escorrido naturalmente. O tratamento com
6leo puro foi aplicado por pulverizacdo com auxilio de um aspersor manual até o
recobrimento total da superficie. Os frutos foram secos ao ar, dispostos em
bandejas plasticas e armazenados a temperatura ambiente (25 °C £ 2 °C) com 75%
+ 2% de umidade relativa, até atingirem o estadio 5 de maturacéo (> 75% da casca

amarela), quando procedeu-se as analises fisico-quimicas e sensoriais.

2.4. Avaliagédo da qualidade dos frutos

Diariamente, ap0s a aplicacdo dos revestimentos, os frutos foram pesados
para determinar a perda de massa durante o armazenamento no Laboratério de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Ao atingirem o estadio 5 de maturagéo, a polpa
de 10 frutos de cada tratamento foi triturada e homogeneizada formando uma
amostra composta. Avaliaram-se 0s seguintes atributos fisico-quimicos, conforme
metodologia descrita por Oliveira (2010): cor da polpa em colorimetro Minolta CR-
400 (Konica Minolta, ano 2009) utilizando a escala CIELAB (L*, a*, b*, c* e h*); o
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pH utilizando-se potenciémetro digital (pHmetro digital Phtek, modelo PHS-3B, ano
2010); acidez titulavel (expressa em % &acido citrico); solidos soluveis em
refratdbmetro digital (refratdbmetro Biobrix, ano 2009); carotenoides totais (ug.g™2);
vitamina C (mg.100g* de &cido ascoérbico); aclcares redutores e totais (% de

glicose).

2.5. Analise sensorial

O projeto de pesquisa foi aprovado previamente pelo Comité de Etica em
Pesquisa e esta registrado sob o numero 980.536 por envolver pesquisa com seres
humanos. Participaram da avaliacdo provadores nao treinados, consumidores de
mamao, entre funcionarios e colaboradores da Embrapa Mandioca Fruticultura e
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

O perfil dos consumidores que participaram dos testes foi obtido por meio de
um guestionario composto por perguntas que abordavam o sexo; faixa etaria; grau
de instrucao; renda familiar mensal; nivel preferéncia da fruta; frequéncia e forma
de consumo; variedade, tamanho e maturacéo preferida para o consumo e compra
e quais fatores sdo considerados importantes para a compra e consumo do mamao
fresco.

Na sequéncia os provadores avaliaram os frutos expostos sobre uma
bancada, simulando condigcbes de mercado, e atribuiram uma nota para a
aparéncia dos frutos (escala heddnica de 9 pontos) e intencdo de compra (escala
de 5 pontos). Em seguida, ja nas cabines sensoriais, receberam 2 fatias de mamao
(20g) em copos brancos descartaveis, codificados com numeros aleatoérios de 3
digitos, acompanhadas de agua para limpeza do paladar. Analisou-se a aceitacéo
global (aparéncia do fruto, aparéncia e aceitacdo da polpa) por meio da escala
hedbnica verbal de 9 pontos variando de “gostei muitissimo” a “desgostei
muitissimo”; a intencdo de compra com auxilio da escala de 5 pontos variando de
“certamente compraria” a “certamente ndo compraria” e o diagndstico dos atributos
da polpa (cor, aroma, sabor e textura) utilizando escala estruturada de 9 pontos
ancoradas em seus extremos com termos referentes a intensidade, conforme

metodologia aplicada por Araujo et al. (2016).

2.6. Analise estatistica
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Os resultados da perda de massa foram submetidos a analise de variancia
pelo teste F e posteriormente, aplicado o teste de regressdo a (p < 0,05) pelo
programa R (THE R FOUNDATION FOR STATISTICAL COMPUTING, 2013,
versao 3.0.1). O experimento foi executado em triplicata, no esquema delineamento
inteiramente casualizado, com 10 repeticdes por tratamento, sendo cada fruto uma
repeticao.

O experimento que definiu os parametros fisico-quimicos dos frutos
revestidos foi executado em delineamento inteiramente casualizado, com 10
repeticbes por tratamento, sendo cada fruto uma repeticdo. Todo o processo foi
repetido 3 vezes. As médias foram submetidas a analise de variancia, aplicando-se
o teste de Scott-Knott também pelo programa R.

As médias dos parametros analisados na aceitagdo sensorial dos mamoess
revestidos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e comparacgao entre
as meédias pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico R. Os resultados de frequéncia dos escores hedbnicos foram
expressos em porcentagem. Para a andlise dos dados de consumidor, aplicou-se
o teste de Friedman e utilizou-se a tabela de Newell e MacFarlane para observacao
da diferenca minima significativa (p<0,05) para as questdes relativas a ordem de
importancia dos fatores que sao considerados ao “consumir’ e “comprar’” 0 mamao
(1 para o que foi considerado “mais importante” e 5 para o que foi considerado

“‘menos importante”).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Perda de massa
Os frutos perderam massa ao longo do processo de maturagéo, entretanto,
nao foi possivel perceber diferenga significativa entre os tratamentos (p> 0,05),
apenas o tempo foi significativo em ambas variedades (Figura 10).
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Figura 10. Perda de massa dos mamdes submetidos a diferentes revestimentos comestiveis

Os dados permitem inferir que os revestimentos ndo impediram a perda de
massa dos mamdes durante 0 armazenamento em temperatura ambiente. O 6leo
essencial de cravo, a suspensao de fécula de mandioca e a associacao de ambos
nao foram capazes de reduzir as taxas respiratorias e consequentemente, as tocas
gasosas do fruto com o ambiente.

Os mamdes da variedade Golden THB perderam massa mais rapidamente
do que os frutos da variedade Alianca. Embora ndo tenham sido encontrados
relatos cientificos que apontem diferengcas no epicarpo dessas variedades,
acredita-se gue este comportamento esteja relacionado a espessura da casca,
permitindo a perda mais acentuada da agua relacionada com o processo de
maturacdo do fruto. De acordo com Santos (2008), a relacéo dos fatores abibticos
(umidade e temperatura) com a estrutura do vegetal proporcionam o déficit de
pressdo de vapor d’agua entre o vegetal e o ambiente, afetando a transpiracao,

resultando consequentemente, na perda de agua. Zillo et al. (2018) complementam
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informando que a respiracdo dos frutos € intensificada com o processo de

maturacao e a pratica pos-colheita aplicada, resultando na desidratacao dos frutos.

3.2. Parametros fisico-quimicos

Os resultados indicam que nao houve diferenga significativa (p > 0,05) nos
parametros fisico-quimicos avaliados entre os tratamentos de ambas variedades
(Tabela 2). Isso implica dizer que, independente do tratamento aplicado, as
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos das duas variedades permaneceram
inalteradas.

E imprescindivel compreender a interacdo da pelicula com as caracteristicas
fisico-quimicas dos frutos revestidos pois esta informacdo permite avaliar se a
tecnologia empregada atende ao maximo os requisitos comerciais. THAKUR et al.,
2018 ao aplicarem revestimento a base de amido de arroz em ameixa nhao
perceberam diferenca significativa nos teores de soélidos sollveis e acidez titulavel
entre os frutos tratados e controle durante o armazenamento. Choi, Singh e Lee
(2016) também avaliando o teor de sdlidos soliveis em ameixa revestida com
hidroxipropilmetilcelulose associada ou ndo ao Oleo essencial de orégano e
bergamota perceberam que o teor total de solidos solaveis aumentou ao longo do
periodo de armazenamento, entretanto no Ultimo dia os valores de todos os
tratamentos foram muito préximos.

Outras pesquisas, relataram mudancas nos parametros fisico-quimicos dos
frutos revestidos em comparacao ao tratamento controle. Oliveira et al. (2015b) ao
avaliarem as caracteristicas fisico-quimicas de mamao tratado com diferentes
revestimentos observaram alteracdes nos teores de acido ascorbico e solidos
soluveis, todavia, a acidez e a relagdo solidos soluveis/acidez titulavel manteve-se
inalterada. Zillo et al. (2018) estudarem mamobes revestidos com
carboximetilcelulose associada ou ndo ao Oleo essencial de Lippia sidoides
perceberam que a presenca dos revestimentos modificou os parametros pos-
colheita em comparacdo aos mamdes sem cobertura apos 5 dias de
armazenamento. Morangos revestidos com carboximetilcelulose associado ao 6leo
essencial de alho (Dong e Wang, 2017), romas revestidos com goma de linhaga em
combinacdo com O6leo essencial de capim-limdo (Yousuf e Srivastava, 2017),

framboesas revestidas com pectina e alginato enriquecidos com 0leos essenciais
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(Guerreiro et al., 2015), ameixas revestidas com o polissacarideo alginato Valero
et al. (2013).

A auséncia do impacto dos revestimentos nos atributos fisico-quimicos do
mamao é positiva, uma vez que qualquer tratamento empregado garantird a
manutencao das caracteristicas naturais do fruto. Entretanto, a selecdo do método
mais adequado deve considerar também a opinido do publico consumidor, pois ndo

adianta disponibilizar frutos com qualidade nutricional e baixa aprovacéo sensorial.



Tabela 2. Parametros fisico-quimicos dos frutos de mamao submetidos a diferentes revestimentos comestiveis

. chdgz SS Agidq Carotenoides Agucar Acucar total
Variedade Tratamento pH (0/9 agdo (°Brix) ascorblcg (ug.9-) red.utor (% sacarose) L* a* b* c* h*
citrico) (mg.100g) (% glicose)
TO 5,23a 0,09a 11,52a 58,74a 30,77a 9,28a 8,36a 56,91a 22,50a 42,75a 49,34a 60,44a
) T1 5,46a 0,09a 11,61a 61,93a 28,71a 10,61a 9,82a 54,35a 22,53a 39,32a 46,80a 57,70a
Alanca T2 5,54a 0,10a 11,07a 58,08a 30,26a 9,45a 8,46a 56,99a 21,43a 40,10a 45,9la 61,36a
T3 5,65a 0,10a 11,32a 60,49a 31,73a 10,14a 8,74a 5455a 21,59a 39,57a 46,33a 58,96a
CV (%) 4,31 27,62 13,01 13,10 29,47 9,82 19,25 7,54 14,09 4,89 5,38 7,97
TO 5,39a 0,08a 10,23a 64,52a 27,51a 8,03a 7,65a 60,81a 23,30a 42,69a 47,77a 63,33a
THB T1 5,63a 0,07a 10,66a 61,62a 25,88a 8,46a 7,85a 60,11a 24,60a 42,30a 47,7la 62,59
T2 5,59a 0,08a 10,71a 66,00a 30,67a 8,58a 8,10a 58,30a 22,63a 42,37a 47,74a 62,58a
T3 5,602 0,07a 10,80a 65,21a 25,87a 9,13a 8,52a 58,42a 25,22a 40,63a 46,76a 60,51a
CV (%) 2,99 20,75 11,17 9,89 11,90 8,32 19,58 4,17 13,46 4,61 3,57 3,71

Letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si estatisticamente pelo teste de médias Scott-Knott a 5% de significancia. TO: controle, T1: fécula, T2: 6leo essencial de cravo,
T3: fécula associada ao 6leo essencial de cravo.

76
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3.3. Avaliacao sensorial
3.3.1. Perfil do consumidor
Observa-se na Figura 11, as caracteristicas demograficas e
socioeconémicas dos consumidores. Houve um equilibrio na quantidade de
julgadores do sexo feminino (58%) e masculino (42%) participantes do teste. A faixa
etaria predominante foi entre 18 e 25 anos (61,70%) e mais de 77% apresentam
nivel superior completo ou incompleto. A maior parte da renda familiar estava na
faixa de 1 a 5 salarios minimos (68,8%) e apenas 4,3% recebem mais de 20 salarios
minimos por familia, refletindo o perfil dos estudantes e pesquisadores da Embrapa

e UFRB que participaram da pesquisa.
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Figura 11. Caracteristicas sociodemogréficas dos consumidores de mamao in natura.

As preferéncias e habitos de consumo estédo apresentados na Figura 12. Os
dados expressam que 71% dos julgadores indicaram “gostar” (37,6%) ou “gostar

muito” de mamao (33,3%), embora apenas um pequeno percentual tenha declarado
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consumir o fruto diariamente (6,5%). De maneira geral o publico prefere consumir
0 mamao in natura (57,7%) ou em saladas de frutas (25,4%). Apenas 0,8% relatou

consumir o mamao de maneira diferente das opcoes pré-estabelecidas.

A O quanto gosta de mamio B Frequéncia de consumo C Modo de consumo

Pelo menos uma

Gosto Pelo menos vezacada 15 10 natura
Gosto uma vez por dias
muito semana £EX2

33.3%
11. s‘}
‘ " Pelo menos/‘ 31.2%
trés vezes por

Sucos e
vitaminas

160/0

Salada de
frutas

semana i
Gosto mumss:ma Nﬂ" d Esporadicamente o Dl;t;s
gosto/nem Diariamente b
desgosto 6.5%
D E  Tamanho preferido F
70 - 62.8% Estadio de maturacio na compra

Papaia/Havai/Solo 4 | MS1  MS2 MS3 MS4 MS5

/. 50 -
40 -
30 26.6%
20 A o
~ m_m‘“’ 2% 7% 21% 35% 28% 7%
D _ l

Formosa

Médio

Pequeno
Grande

Figura 12. Preferéncias e habitos de consumo de mamao in natura.

A alta frequéncia de consumo do fruto in natura pode ser explicada pelo
aspecto cultural e pela preservacdo das caracteristicas organolépticas da fruta
fresca. A pesquisa realizada por Cazane, Machado e Pigatto (2010) com
consumidores de frutas, aponta que ha preferéncia pelo consumo de frutas na
forma in natura corroborando com as respostas da presente pesquisa.

Quando questionados sobre a variedade preferida, 73 % dos consumidores
elegeram as variedades “Papaia/Havai/Solo”. Os frutos desse grupo sdo pequenos
em relacdo ao Formosa e apresentaram excelente aceitabilidade desde que foram
introduzidas no cenario nacional (Ruggiero et al., 2011), possivelmente em virtude
das caracteristicas agronémicas como formato piriforme, polpa de textura firme
(Chagas, 2014) e coloracdo avermelhada (Reis et al., 2015). Os julgadores

responderam ainda que preferem mamdes de tamanho médio (62,8%) ou pequeno
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(26,6%) confirmando as caracteristicas da variedade preferida. Souza et al. (2013)
analisando o perfil socioeconémico do consumido de mamao, identificaram que os
consumidores optam por esses tamanhos para evitar o desperdicio e alteracfes
sensoriais na polpa durante a refrigera¢ao do excedente.

Em relacdo ao estadio de maturacédo, 37,6% dos provadores optam em
adquirir os mamdes no estadio 3 (até 50% da casca amarela) e 30,1% no estadio
4 (entre 50 a 75 % da superficie amarela). Nessa etapa ha o aumento no dulgor da
polpa devido aos processos bioguimicos. Durante a maturagéo ocorrem mudancas
evidentes na coloracao, producao de compostos volateis aromaticos, textura, sabor
dos mamdes com o0 aumento no conteddo de aclcares (Santana, Matsuura &
Cardoso, 2004; Galo et al., 2014).

Escriba-Perez et al. (2017) alertam que os consumidores representam o elo
final na cadeia de valor dos alimentos e justamente por isso, compreender as suas
expectativas tem uma influéncia decisiva sobre o comportamento de compra. Na
Figura 13 estdo expressos os fatores considerados importantes para a aquisicao e
consumo de mamao in natura. Quanto menor for a soma das ordens, maior sera o

grau de relevancia do atributo para os consumidores.
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Figura 13. Fatores importantes na aquisicdo e consumo de mamao in natura.

O tamanho e o estadio de maturagéo foram os atributos considerados mais
importantes no ato da compra, enquanto formato, variedade e preco foram os de

menor importancia. Em relagdo ao consumo, o sabor se destacou como o principal
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fator motivador para a compra do mamao, seguido do valor nutricional e
funcionamento intestinal. De acordo com Ruggiero et al. (2011) o maméo é
considerado um alimento saudavel para pessoas de todas as idades por apresentar
polpa saborosa, baixa acidez, bom equilibrio entre aglcares e acidos organicos e

caracteristicas digestivas.

3.3.2. Aceitagao sensorial
Atributos sensoriais como cor, sabor, textura e aparéncia sao parametros de
qualidade que potencializam o valor de mercado de maméao fresco. A Tabela 3
apresenta os valores médios do teste de aceitacdo dos frutos de mamoeiro

submetidos aos diferentes tratamentos das duas variedades.

Tabela 3. Aceitacdo dos atributos sensoriais dos frutos de mamé&o submetidos a diferentes
revestimentos comestiveis

Aparéncia Aceitacdo Cor da Aroma  Sabor  Textura

Variedade Tratamento fruto da polpa polpa da da da polpa
polpa polpa naboca
CONTROLE 7,84a 7,21a 510ab 4,12ab  5,23ab 5,08a
Alianca SFM 6,43b 6,91a 4,91b 4,21a 5,14b 4,21b
OEC 6,92b 6,35b 4,41b 3,35b 4,35b 4,55ab
SFM + OEC 6,77b 7,36a 5,77a 4,64a 6,14a 4,35ab
CV (%) 18,09 19,68 32,31 41,83 38,73 36,50
CONTROLE 7,87a 6,87a 4,81a 3,90a 4,84a 3,59
THB SFM 6,96b 6,52a 3,81b 3,75a 5,03a 4,90a
OEC 6,09c 6,53a 3,87b 3,81a 4,75a 4,15ab
SFM + OEC 6,48c 5.40b 3,50b 4,09a 4,43a 4,90a
CV (%) 14,35% 23,75 35,67 44,80 36,80 34,35

Letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si estatisticamente pelo teste de médias Scott Knott a 5% de
significancia. SFM: suspenséo de fécula de mandioca; OEC: 6leo essencial de cravo; SFM + OEC: suspensao
de fécula de mandioca com 6leo essencial de cravo.

Trevissan et al. (2006) relatam que a aparéncia é o fator de qualidade mais
importante, sendo avaliada por diferentes atributos, tais como, tamanho, forma, cor,
brilho, integridade, consisténcia e defeitos. Para a variedade Alianca, os frutos sem
revestimento (Controle) foram mais aceitos e ndo houve diferenga significativa entre
0s demais os tratamentos, na analise visual da aparéncia dos frutos. Para os frutos
da variedade Golden THB, a aceitacdo da aparéncia dos frutos controle também foi
superior, seguidos do tratamento com SFM + OEC. A menor média de aceitacao

foi atribuida ao revestimento do OEC.
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Esses resultados podem estar associados ao brilho dos frutos revestidos
com as peliculas. Mamdes com revestimentos apresentaram aspecto mais
brilhante em comparagdo ao controle, ndo agradando os consumidores. Uma
hipotese € de que a pelicula possa ter sido associada a presen¢a de compostos
sintéticos. Como os consumidores tém buscado cada vez mais ingerir alimentos
saudaveis, com pouca ou nenhuma adicdo de conservantes (Braga e Conti-Silva,
2014), essa alusao pode ter contribuido na ligeira queda das notas, sendo portanto
necesséria a aplicacao de préaticas educacionais que desmistifiquem esse tipo de
associacao.

Ao serem degustados, os frutos dos tratamentos Controle, SFM e SFM+OEC
(Alianga) néo diferiram quanto a aceitagéo, e foram classificados entre os termos
heddnicos “gostei ligeiramente” e “gostei moderadamente”. Aceitacao diferente foi
observada para os frutos da variedade Golden THB, em que os tratamentos
Controle, SFM e OEC foram os mais aceitos. Os frutos revestidos com SFM+OEC,
da variedade Golden THB, receberam média equivalente a “nem gostei, nem
desgostei”. Possivelmente, a interacdo dos revestimentos com a variedade
resultou em alteracbes desagradaveis nas caracteristicas internas dos mamaoes.
Saberi et al. (2018) estudando frutas citricas observaram que revestimentos
aplicados na superficie dos frutos podem provocar o acumulo de metabdlitos
anaerodbicos como metanol e acetaldeido, associados ao mau sabor.

Quanto a escala de intensidades, as médias obtidas para a cor da polpa das
duas variedades oscilaram de 3,50 a 5,77 indicando intensidade de cor clara. Os
julgadores ndo perceberam interferéncia dos revestimentos na coloragéo da polpa
dos frutos da variedade Alianca, entretanto nos mamdes da Golden THB todos os
revestimentos comestiveis apresentaram intensidade de cor ligeiramente mais
clara que o controle. Araudjo et al. (2016) ao estudarem a aceitabilidade sensorial
de genotipos de mamoeiro do grupo ‘Solo’ também encontraram valores médios
para a cor da polpa variando entre 3,86 e 6,40, compreendendo a faixa da presente
pesquisa.

A presenca dos revestimentos ndo afetou o aroma e o sabor dos mamdes
das duas variedades. Esse resultado € positivo uma vez que o consumidor ao
saborear o alimento deseja sentir as caracteristicas originais da fruta e as peliculas
nao interferiram nos compostos volateis caracteristicos do mamao. De acordo com

Freire Junior e Soares (2014) o sabor residual, o aroma e 0s gostos basicos do
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alimento sao fatores de qualidade que estdo ligados ao sabor. Guerreiro et al.
(2016) ndo observaram efeito negativo da adicdo de componentes do Oleo
essencial nas propriedades sensoriais de framboesas quando estes foram
incorporados nos revestimentos comestiveis em baixas concentracdes.

Os revestimentos elevaram ligeiramente a textura da polpa dos mamdes na
variedade Golden THB, entretanto na variedade Alianca apenas o tratamento com
SFM diferiu estatisticamente do Controle, com média mais baixa. De maneira geral,
os provadores atribuiram notas que se aproximam mais da textura “muito mole” do
que da “muito dura”, o que significa dizer que os frutos sem revestimento nao
apresentaram polpa com maior firmeza. Reis et al. (2015) sugerem gque 0 consumo
in natura de frutos com polpa mais firmes, em relacdo aos padrbes comerciais, pode
ser indesejavel para o consumidor. Shahbaz (2018) também notou melhoria na
textura de morangos frescos revestidos com carboximetilcelulose e quitosana
contendo 6leo essencial de Mentha spicata em comparacéo ao controle.

A atitude de compra dos frutos antes e ap0s a degustacédo esté ilustrada na
Figura 14. Para a variedade Alianga todos os tratamentos obtiveram excelentes
indices de aprovacdo antes da degustacdo, com 0S maiores percentuais
concentrados nos termos “certamente compraria”. O tratamento controle se
destacou com 91,07% de nivel de satisfacdo quanto a aparéncia externa. A
presenca do revestimento provocou uma reducao na intencdo de compra em pelo
menos 67%, sendo o tratamento FM 0 menos aceito, com apenas 55% da indicacao
de compra.

Apbs a degustacao o cenario da atitude hipotética de compra foi modificado.
Os provadores elevaram o percentual de intencédo de compra dos frutos revestidos
com a SFM+OEC para 80%, sendo superior ao controle que obteve 75% da
intencdo de compra. Também foi possivel observar o aumento em 10% na intencao
de compra dos frutos tratados apenas com FM, que na analise visual foi 0 menos
aceito. De modo inverso, o tratamento contendo apenas OEC reduziu o percentual
de intencéo de compra (45,5 %), tornando-se 0 menos atrativo de todos.

Na andlise visual dos mamdes da variedade Golden THB nenhum tratamento
atingiu o nivel de satisfagdo do consumidor em relacdo ao controle. Os frutos
contendo OEC obtiveram menores indices de aceitagcdo com maiores taxas
percentuais concentradas na regidao de indiferenga “ndo compraria/compraria”

antes do consumo. Apéds a degustacdo os tratamentos com FM e OEC
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apresentaram intencdo de compra de 59%. Apenas os frutos revestidos com a
combinacdo SFM+OEC nado conseguiram agradar os consumidores que se
mantiveram indecisos em sua intencao de compra, atingindo um percentual de 31%

de aceitacao.
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Figura 14. Intencdo de compra antes e ap0s degustacéo do fruto. TO: controle; T1: solucéo de fécula
de mandioca (FM); T2: Oleo essencial de cravo (OEC); T3: solucdo de fécula de mandioca + 6leo
essencial de cravo (SFM + OEC).

Sugerem-se novas pesquisas com o OEC para avaliar tanto a concentracao
ideal, quanto outros métodos mais eficazes de aplicacdo, como associagdo a outras
matrizes alimentares ou em sachés que prologuem a conservagdo dos frutos
mantendo as caracteristicas fisico-quimicas e aceitacdo sensorial em nivel

satisfatorio.
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4. CONCLUSAO

Os provadores preferem comprar os mamdes do grupo solo, de tamanho
médio e no estddio trés de maturacdo. O sabor foi o principal fator motivador da
aqguisicao. A forma de consumo € in natura e a frequéncia esporadica.

A presenca dos revestimentos ndo afetou as caracteristicas fisico-quimicas
da polpa dos frutos, todavia interferiram na aceitacao sensorial mamdoes nas duas
variedades. Dessa maneira, recomenda-se o revestimento SFM + OEC para 0s
frutos da variedade Alianca por ter aceitacdo semelhante ao controle. Para os frutos
da variedade Golden THB os revestimentos FM e OEC s&o 0s mais recomendados

por se assemelharem ao controle.
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CONSIDERACOES FINAIS

O o6leo essencial de cravo apresentou um excelente potencial antifingico
contra o agente etiologico da antracnose em mamao pos-colheita, com acdo mais
efetiva no experimento in vitro em comparacéao ao teste nos frutos. Todavia, embora
a suspensao de fécula de mandioca tenha se destacado no controle in vivo, o 6leo
essencial de cravo também se comportou como promissor no controle da doenca
quando associado ao polissacarideo na forma de revestimento comestivel
mantendo inalteradas as caracteristicas fisico-quimicas dos mamdes da variedade
Golden THB.

Esse resultado é satisfatério tendo em vista o potencial de ambos para
utilizacdo como pelicula comestivel capaz inibir o desenvolvimento de uma das
principais doencas da cultura do mamoeiro. E importante ressaltar também outros
pontos positivos, como a origem natural dos dois componentes que agrega valor
ao produto; a facilidade de obtencdo e o baixo custo da fécula de mandioca e a
manutencdo das caracteristicas intrinsecas dos frutos revestidos em comparacao
aos mamdes sem revestimento. Todos esses fatores enaltecem a possibilidade de
utilizacdo dessa pelicula comestivel em mamobes destinados ao mercado
consumidor, especialmente por ser o revestimento comestivel um atrativo aos
consumidores preocupados com a preservagao ambiental.

Além da pulverizacdo, diferentes métodos de aplicacdo do 6leo essencial
podem ser testados nos frutos, a exemplo da fumigacdo e imersdo, sempre
cuidando da concentracdo ideal para nao agredir a epiderme do vegetal. Outros
aspectos a serem observados sdo o comportamento dos revestimentos em
mamdes de diferentes variedades e quando armazenados sob refrigeracdo para
avaliar se ha otimizacéo da eficiéncia destes no controle da antracnose em mamaoes
pos-colheita.

Nesse trabalho verificou-se também que o agente dispersante Tween 20®
na concentragcdo de 10 % interferiu no metabolismo do C. gloesporioides,
estimulando a germinagao de esporos. Essa observagdo comportamental pode
contribuir para o desenvolvimento de pesquisas com fungos que apresentam
dificuldades de multiplicacdo ou germinacdo em condic¢des laboratoriais. Todavia,
Novos ensaios sdo necessarios no intuito de identificar se a associacdo dos

componentes do Tween 20® aos do Oleo essencial pode potencializar a
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germinacdo de esporos dormentes, contribuindo assim com a geracdo de
informacdes relativas ao estimulo da germinacao de conidios.

A utilizag&o de plantas medicinais no combate de fungos fitopatogénicos tem
grande importancia no cenério atual, além de contribuir com a reducdo dos
impactos negativos no ambiente. O 6leo essencial de cravo associado a fécula de
mandioca se mostrou promissor no controle da antracnose em mamao, podendo
futuramente se tornar uma nova técnica no controle da doenca, sobretudo por
substituir embalagens sintéticas que demoram muitos anos para se decompor, ser
de facil elaboracao e aplicacdo, além de minimizar o uso dos fungicidas sintéticos

gue desequilibram o ambiente e causam danos a saude humana.



