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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi comparar a capacidade de duas emulsdes, quitosana
fungica com oOleo essencial de tomilho ou com 6leo fixo de licuri, em promover
protecdo nos pedunculos de caju contra acdo microbiana. Para isso, foram
elaboradas duas coberturas comestiveis por método de ultra homogeneizacédo. Em
seguida, foram testadas as ac¢bes antimicrobianas contra Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans
e Colletotrichum gloeosporioides. Também foram analisadas as alteracbes
morfolégicas causadas pelas coberturas no crescimento do C. gloeosporioides pela
técnica do microcultivo. Logo apos, foi verificada a composi¢do fendlica total e o
potencial de irritabilidade por HET-CAM. E por fim, as coberturas foram avaliadas
guanto ao seu potencial preventivo e curativo contra infeccdo de C. gloeosporioides
durante armazenamento a 25°C por 4 dias. As emulsdes mostraram-se estaveis
durante o tempo de andlise. A cobertura de 6leo fixo de licuri obteve tamanho de
particula de ~444 nm e a cobertura de 6leo essencial de tomilho alcancou ~1 um.
Ambas as coberturas exibiram atividade antimicrobiana contra todos microrganismos
testados em diferentes concentracdes. A cobertura do Oleo essencial de tomilho
apresentou ~0,3424 mg GAE/g de compostos fendlicos totais e a cobertura de 6leo
fixo de licuri ~0,0638 mg GAE/g. Ambas foram consideradas como néao irritantes e
foram capazes de dobrar o tempo necessério para que o fungo cobrisse toda a

superficie dos pedunculos.

Palavras-chave: filmes comestiveis; colheitas agricolas; 6leos volateis; 6leo

fixo; antracnose.



ABSTRACT

This research aimed to compare the capacity of two emulsions, fungical chitosan with
thyme essential oil or with fixed licuri oil, to promote protection for cashew's
peduncles against pathogenic microorganisms. To achieve this, two edible coatings
were formulated using the ultra-mixing method. Antimicrobial tests were conducted
against Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, and Colletotrichum gloeosporioides.
Morphological changes caused by the coatings on C. gloeosporioides growth were
also analyzed. Besides, the total phenolic compounds and irritation potential by Het-
Cam analysis were performed. Finally, the cashew's peduncles were separated into
two categories: preventive and curative, depending on whether the coating or a spore
solution from C. gloeosporioides was applied first. After that, the fruits were stored at
25°C for 4 days. The coatings were stable during the analysis course. The fixed licuri
oil coating reached particle sizes ~444 nm, while the thyme essential oil reached ~1
Km. Both coatings exhibited antimicrobial activities against all microorganisms tested
at different concentrations. Thyme essential oil coating showed ~0,3424 mg GAE/g
total phenolic compounds and the fixed licuri oil coating ~0,0638 mg GAE/g. The two
coatings were responsible for doubling the time it took for the fungus to cover the

peduncles' surface and were considered as non irritating.

Keywords: edible films; agricultural crop; oil volatile; fixed oil; anthracnose.
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1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale) € uma planta autéctone do Brasil com
participacdo na alimentacdo dos povos nativos antes da colonizacdo portuguesa e
que conquistou o paladar dos povos escravizados e dos colonizadores. Durante
esse periodo histérico a planta acessou outros continentes e hoje é explorada por
diversas agriculturas no mundo. Seu fruto e seu pseudofruto sdo comercializados e
tém diversos usos. Contudo, seu pseudofruto possui uma rapida deterioracédo e
requer protecao para que seu tempo de prateleira seja estendido (LIMA et al., 2022).

Quando néo h4 protecdo adequada, ocorrem perdas nas etapas de producdo
e a eficiéncia de embalagens, incluindo coberturas comestiveis, pode as reduzir,
aumentando o tempo (til de armazenamento e transporte. Um percentual
aproximado de 14% dos alimentos produzidos mundialmente é desperdicado, o que
seria suficiente para alimentar mais de 40% das pessoas sem acesso a alimentagéo
saudavel. A natureza das hortifruticolas fazem delas a categoria mais afetada por
perdas, requerendo entdo maior preocupacdo ha protecdo logistica até o
consumidor final (BALCI; TUNA, 2021).

Dessa maneira, os plasticos sdo amplamente utilizados em todo o mundo
devido as suas caracteristicas de facilidade de moldagem, resisténcia e versatilidade
em aplicacbes domésticas e industriais (LEE et al. 2023). No entanto, 0 aumento do
consumo de produtos descartaveis resultou em um acumulo de plastico na natureza,
uma vez que o tempo de decomposicao pode levar varios séculos (SANTOS; SILVA,;
E RIBEIRO, 2022).

Além disso, a dependéncia de plasticos é evidente em uma ampla gama de
produtos, desde méveis até embalagens de alimentos. O aumento na producdo per
capita de lixo no Brasil na ultima década destaca a necessidade de encontrar
alternativas mais sustentaveis. Nesse sentido, a industria de alimentos esta
buscando materiais alternativos que satisfacam as necessidades de protecdo dos

alimentos e requisitos ambientais (QASIN et al., 2021).

Em contraste, tem-se o0 surgimento da quimica verde com o objetivo de
contribuir com solucdes inovadoras para processos industriais, visando a eficiéncia,

prevencdo de perigos, prevencado da poluicdo e substituicdo de compostos de alta
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toxicidade (WHITEKER, 2019). Nesse sentido, o ramo se torna um aliado das
indastrias na redefinicAo das embalagens de alimentos. Polimeros naturais estdo
sendo considerados como alternativas aos materiais tradicionais, com foco em
bioplasticos extraidos de rejeitos vegetais; embalagens de hidrogéis constituidas de
polimeros biodegradaveis naturais também sdo uma opg¢do, mas requerem
formulacg&o individual para cada tipo de alimento (LEYVA-JIMENEZ et al., 2023).

Um exemplo disso sdo o0s revestimentos comestiveis, uma opc¢ao de
embalagem primaria produzida com polimeros naturais que atuam como barreira de
protecdo contra a deterioracdo pés-colheita. Eles se dividem em filmes e coberturas
e podem ser compostos de proteinas, lipidios e carboidratos. Testes foram
realizados com diferentes polimeros para avaliar a eficacia das coberturas
comestiveis na conservacdo de frutas e foi observado que a
hidroxipropilmetilcelulose e a quitosana foram o0os mais eficazes na conservacéo
sustentavel de frutas (RUX et al., 2023).

Ademais, os 6leos vegetais possuem propriedades antimicrobianas devido a
compostos como acidos graxos, tocoferodis e polifendis, tornando-os uma opc¢ao para
substituir conservantes alimentares sintéticos. Da mesma forma, 6leos essenciais
extraidos de tecidos vegetais, que contém altas concentragcbes de compostos
organicos volateis e aromaticos, tém sido estudados por seus efeitos terapéuticos,
como a reducdo do estresse, melhora da digestdo e alivio da dor. Além disso, a
eficacia antimicrobiana de 6leos essenciais como tomilho, canela, alecrim e orégano
contra diversos microrganismos patogénicos foi confirmada em estudos recentes
(OUN et al., 2022).

Por isso, a presente pesquisa visou convergir os conceitos da quimica verde
para a producdo de cobertura comestivel para aplicacdo no pedunculo do caju,
comparando a associa¢do da quitosana fungica com o 6leo fixo de Licuri e o 6leo
essencial de Tomilho, a fim de propor uma substituicdo do uso de embalagens

plasticas e conservantes sintéticos na preservacao deste produto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O caju na alimentacao e perdas de alimentos

2.1.1 O caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma planta nativa do Brasil,
cultivada comercialmente para a producao de seu fruto, a castanha, bem como do
pseudofruto, tecido vegetal polposo adjacente a castanha. E considerado uma
mercadoria importante em varios paises tropicais, incluindo a Nigéria, india, Vietna e
Brasil. No entanto, a produtividade desse cultivo pode ser afetada por varios fatores,
como pragas, fertilidade do solo e, mais recentemente, pelas mudancas climéticas
(LIMA et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2019; REINA et al., 2022).

Os cajueiros foram difundidos ao redor do globo conforme avancava a
colonizacdo portuguesa. Dessa forma, diversas espécies vegetais foram trazidas
para o Brasil, como o coco de Cabo Verde e a manga oriunda de Goa, mas outras
tantas foram levadas do territério brasileiro para as outras terras exploradas pelos
lusitanos. A entrada na Asia ocorreu pela india, onde o cajueiro se adaptou bem ao
clima e posteriormente foi incorporado na alimentacdo do local. J& a aceitacdo no
continente africano, na regido de Mogcambique, o caju tornou-se mais intimo do povo
do que a ja conhecida manga de origem indiana, haja vista que seu cultivo era mais
simples e a colheita mais facil pois a altura média da planta era menor do que a da
mangueira (CASCUDO, 2016).

Ainda durante o periodo de colonizacdo, o caju desempenhou um papel
importante na alimentacdo dos povos escravizados, pois no pseudofruto eles
encontraram a saida para o escorbuto provocado pela avitaminose frequente nos
meses de viagem nos navios negreiros. Da mesma forma como as tropas
holandesas também o consumiam com o mesmo intuito. Antes mesmo do periodo
de colonizacdo ha relatos de povos indigenas que cultivavam cajueiros e
consideravam a espécie como fundamental para sua subsisténcia (CASCUDO,
2014).

Hoje em dia no Brasil sua producdo é mais difundida na regido Nordeste,
onde pequenos produtores, muitas vezes oriundos da agricultura familiar, se

organizam de forma colaborativa para o escoamento da producédo sendo os estados
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do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte sdo os maiores produtores nacionais
(EMBRAPA, 2023).

Enquanto que a castanha € aproveitada para consumo ap0s torra, producao
de biodiesel e producdo de bebidas vegetais analogas ao leite, o pseudofruto é
comercializado para consumo in natura, producao de geleia, passas de caju, sucos,
refrigerantes, bebidas alcodlicas e recentemente suas fibras tém sido utilizadas na
producdo de produtos analogos a carne (VELOSO et al., 2018; FAUSTINO et al.,
2021; SUCUPIRA et al., 2020).

Em relacdo aos parametros de composi¢do, cada 100g do pedunculo de caju
provém 10g de carboidratos, 0,77 g de proteinas, 0,49 g de lipidios, 257 mg de
vitamina C, 17,4 mg de vitamina A (RE), além de oferecer célcio 1,39 mg, ferro 0,15
mg, sédio 2,92 mg, magnésio 9,94 mg, potassio 121 mg, fésforo 15,4 mg, zinco 0,09
mg, cobre 0,07 mg e betacaroteno total 90 mcg (TBCA, 2023).

Atualmente o maior fator limitante para o aumento da exploragédo comercial do
pedunculo do caju in natura esta na alta perecibilidade. Estima-se que em um tempo
médio de 48 horas o pseudofruto ja esteja inviavel comercialmente devido a sua alta
fragilidade (SENA et al, 2019).

2.1.2 Perdas de alimentos

As perdas de alimentos sdo um problema crucial vivenciado em escala global.
Estima-se que cerca de 14% do produzido mundialmente ndo € aproveitado na
alimentacdo se tornando rejeito. Esse montante seria suficiente para alimentar
anualmente mais de 40% das pessoas que sobrevivem em inseguranca alimentar
(FAO, 2019).

Esse cenério é ainda mais preocupante quando se estima os desperdicios de
uso de solo, fertilizantes e agua para produzir os alimentos perdidos. Os dados
apontam que, ao contrario do que o setor agricola tem feito, a urgéncia ndo esta em
aumentar a producdo para alimentar mais pessoas, mas sim em melhorar a
eficiéncia das etapas de produgéo e distribuicdo (ABBADE, 2020).

As perdas ocorrem em todas as etapas de producdo, desde o manejo
agricola, colheita, operacfes unitarias de processamento, logistica de transporte,

comércio e com o cliente final. Tais perdas sdo um problema multifatorial que
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demanda diferentes solucdes para cada fator (MATZEMBACHER; VIEIRA;
BARCELLOS, 2021).

As hortifruticolas sdo a categoria mais afetada por perdas e torna-se um
grande desafio protegé-las durante a cadeia produtiva devido aos seus fatores
intrinsecos. Contudo, em especial, a manipulacdo durante o processamento é
grande responsavel pelas perdas nessa categoria (FACCHINI et al., 2023; BALCI,
TUNA, 2021).

A estimativa de perda dessa categoria gira em torno dos 55% e a acao
fungica é considerada a maior deteriorante das etapas de pré e pds-colheita. A
propensdo em especial do ataque fangico em frutas ocorre devido a elas
representarem um ambiente favoravel para seu crescimento, contendo em geral
baixo pH, alta atividade de agua e biodisponibilidade dos compostos necessarios
para o desenvolvimento. Somado a isto o fato de que muitas frutas sofrem danos
aos seus tecidos durante a manipulacdo poés-colheita e os fungos encontram nas
frutas o ambiente propicio para proliferacdo (RANJBAR et al, 2022; SILUE et al,
2022).

A eficiéncia de embalagens, em especial as coberturas comestiveis, pode
auxiliar na redugcédo da perda de alimentos uma vez que promove 0 aumento do
tempo atil em que o alimento pode ser armazenado e transportado (FACCHINI et al.,
2023).

No caso do caju, a maior suscetibilidade a perdas esta no desenvolvimento
da antracnose, problema derivado do acado fitopatogénica das espécies de
Colletotrichum e que séo responsavel por perdas que podem ultrapassar os 40% no
campo. Estes mesmos microrganismos sao 0s principais biodeteriorantes quando
contaminam 0s cajus nas etapas de pos-colheita (VELOSO et al. 2018).

A propogacao desse fungo pode ocorrer por meio do vento, da chuva ou a
partir de animais e as temperaturas ambiente e alta umidade do ar, acima de 80%,
encontrada principalmente na regidao nordeste favorecem seu desenvolvimento.
Todos os tecidos vegetais do cajueiro podem ser atacados, porém nos frutos e
pedundulo ficam mais evidentes. Lesdes (figura 1) como manchas escuras e polpa
exposta dado a superficie dilacerada sdo as sintomatologias relacioandas com a
antracnose (SOUZA; VIEIRA; NEVES, 2019).
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Com isso, tradicionalmente o combate a essa doenca é feito com uso de
agrotoxicos como oxicloreto de cobre, hidroxido de cobre e ditiocarbamato, contudo
0 uso de 6leos vegetais com acdo antimicrobiana tem se tornado uma alternativa
para o plantio organico e sustentavel frente ao uso dos pesticidas agricolas
utilizados (VELOSO et al. 2022).

Figura 1. Lesdes em castanha (A) e caju (B) causadas pela antracnose.

Fonte: Marlon Vagner Valentin Martins (EMBRAPA).

2.2 Preservacdo de alimentos: condicao atual e perspectivas futuras

2.2.1 A cultura do plastico

Os plasticos sao polimeros sintéticos explorados em larga escala em todo o
globo, devido a suas caracteristicas como facilidade de moldagem, extruséo e
resisténcia apds confecgcdo. Eles revolucionaram a ciéncia de materiais e a
humanidade com aplicacbes desde o ambiente doméstico até o industrial. Suas
aplicacdes sao recentes na historia com seu surgimento tendo ocorrido no inicio do
século XX (LEE et al., 2023).

Contudo, a mudanca no paradigma de consumo, iniciada no século passado
e que se estende até a atualidade, pautada no imediatismo e no consumo de

produtos de uso Unico, colocou o plastico na figura de vildo, haja vista que se
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acumula na natureza apds descarte, pois seu tempo estimado de decomposi¢cédo
pode passar de quatro séculos (SANTOS; SILVA; RIBEIRO, 2022).

Exemplos da atual dependéncia do uso de plasticos vao desde escovas de
dentes, moveis, pecas para automoéveis, eletrodomésticos, redes de pescas,
encanamentos, vestuario, materiais agricolas, materiais médicos, materiais
aeroespaciais, materiais para construcdo civii e embalagens de alimentos
(ARMENISE et al., 2021; TAN et al., 2023). A criatividade humana encontrou nos
plasticos muitas solucdes, mas deixou de lado por muito tempo a preocupacao com
0 impacto que esses materiais podem gerar nos ecossistemas.

A Associacdo Brasileira de Empresas de Limpeza Publica e Residuos
Especiais (ABRELPE), em seu mais recente relatorio (2020) sobre a producéo
brasileira de residuos solidos, aponta para o crescimento da producao per capita de
lixo na década que compreende os anos de 2010-2019. O estado de Pernambuco,
neste recorte, participou com a producéo de 3.285.730 toneladas em 2019, um
aumento de quase 17% em relacdo ao inicio do decénio. Esses quantitativos podem
ser ainda maiores, haja vista que o estado n&o possui cobertura de coleta em todo
seu territério. A associacdo concluiu ainda que o pais produziu 13,35 milhdes de
toneladas de plastico apenas em 2020 e que esse € o residuo seco mais abundante,
logo apds o lixo orgéanico, conforme figura 2.

A onipresenca dos plasticos no cotidiano € indiscutivel, embora nao
insubstituivel. Dessa maneira, uma vez identificada a problematica enfrentada pelo
uso de plasticos tem-se buscado materiais alternativos que possuam propriedades
semelhantes, mas que gerem uma menor sequela ao meio ambiente. Neste cenario,
a industria de alimentos busca oportunizar o uso de embalagens que possuam
novos materiais que satisfagam a necessidade de protecdo do alimento ao passo
gue atenda aos requisitos ambientais (QASIN et al., 2021).

Figura 2. Gravimetria dos residuos sélidos do Brasil.
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Matéria orgénica

Téxteis, couros e borracha
Metais

Vidro

Plastico

Papel e papelao

Embalagens multicamadas

Rejeitos
QOutros

Fonte: ABRELPE, 2020.

2.2.2 Quimica verde

A guimica verde é um ramo da quimica, pautado em 12 principios (Anexo A),
cujo objetivo é estimular o uso consciente dos compostos quimicos no
desenvolvimento de produtos e processos industriais (YILAN; CORDELLA;
MORONE, 2022).

O movimento surgiu na década de 1990, com o escopo de alertar para 0s
danos que os processos produtivos tradicionais da época causavam. Desde entéo,
essa especialidade tem contribuido para o conhecimento cientifico com solucdes
inovadoras para processos industriais visando a eficiéncia, prevencao de perigos,
prevencao da poluicdo e substituicdo de compostos de alta toxicidade (WHITEKER,
2019).

O conceito de sustentabilidade preconiza o uso dos recursos ambientais em
uma taxa na qual seja possivel que o ecossistema fornecedor se autorregule para o
estado anterior ao da exploracdo. A vista disso, o desenvolvimento sustentavel
equaliza a garantia de que a geragao atual consiga satisfazer suas demandas sem
comprometer a chance das préximas geracfes de explorar 0S mesmos recursos
(ROSA et al., 2022; ONU, 2015a).
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O processo proposto nesta pesquisa buscou alinhamento com as
prerrogativas da quimica verde, uma vez que se preocupa com o todo o ciclo do
desenvolvimento, desde a escolha das matérias-primas, sua producdo e descarte.
Ademais, projeta uma solucdo para a problematica do consumo de plasticos, seguro
para ingestdo, usando polimeros renovaveis e biodegradaveis. Esta ainda aderido
diretamente a dois objetivos do desenvolvimento sustentavel apresentadas pela
Organizacao das Nacdes Unidas (anexo B), a saber: (i) Erradicacdo da Fome, uma
vez gque o foco € aumentar o tempo de prateleira de alimentos e com isso reduzir o
desperdicio; (i) Consumo Responsavel, haja vista que a elaboracdo de uma
alternativa ao plastico foi apresentada; transversalmente atende ainda os objetivos
de: Combate as mudancas climaticas e Vida Debaixo da Agua, em razdo da
proposta de atenuar a dependéncia do plastico, que de outra forma poderia

colaborar com a poluigéo dos ecossistemas (ONU, 2015b).

2.2.3 Embalagens emergentes

7

A grande missdo do setor de alimentos & entregar ao consumidor final o
produto integro, saudavel e que possua seus parametros de identidade e qualidade
da forma esperada e idealizada pelos produtores. Dessa forma, as embalagens de
alimentos sdo o involucro no qual os produtos sado acondicionados durante essa
logistica, protegendo-os do ambiente externo, evitando trocas de massa e
conferindo protecédo contra a luz (LI et al., 2022; AAYUSH et al., 2022).

Se outrora a escolha tradicional de materiais comuns para embalagens de
alimentos figurava dentre vidro, madeira, papel, papeldo, plastico, aco, ou na
combinacdo destes como o0s pouches flexiveis e o papel cartonado, atualmente
busca-se solu¢des para essas escolhas nos polimeros naturais (BRASIL, 2001;
BANDARA, INDUNIL, 2022).

A busca de materiais que possam substituir os polimeros sintéticos para
producado de plasticos encontra solu¢des no uso de rejeitos vegetais, segundo Ali e
colaboradores (2022). As propostas compiladas pelos pesquisadores visam extrair
biomoléculas para a formacdo de polimeros biodegradaveis, os chamados

bioplasticos.
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Exemplos de embalagens alternativas para alimentos foram sugeridos por
Leyva-Jimenez e colaboradores (2023) no uso de hidrogéis constituidos de
polimeros biodegradaveis naturais, uma vez que essa categoria possui maior
biocompatibilidade e aceitacdo dos consumidores. Tais compostos sdo extraidos de
fontes vegetais ou animais para subsequente aplicacdo na superficie do alimento.
Contudo, enquanto os materiais tradicionais oferecem protegdo para um grande
espectro de alimentos, a manufatura de embalagens de polimeros naturais precisa

gue sua formulacédo seja desenvolvida individualmente para cada produto.

2.3 Embalagens ativas

2.3.1 Coberturas comestiveis

As trocas de gases, vapor de 4gua, danos mecanicos e ataque microbiano
sdo os principais agentes promotores naturais da deterioracdo poés-colheita. Dessa
forma, utilizam-se embalagens para estender a vida de prateleira de hortalicas e
viabilizar a logistica de transporte do campo até os consumidores finais. Os
revestimentos comestiveis sdo embalagens primarias, ou seja entram em contato
direto com o alimento, que podem ser aplicados diretamente sobre a superficie
externa de alimentos de origem animal ou vegetal. Esses revestimentos sao
produzidos de polimeros naturais e atuam como barreira de protecdo contra a
senescéncia dos produtos (MURMU; MISHRA, 2022; SHEN et al., 2023).

Os revestimentos comestiveis se dividem em dois grupos: os filmes e as
coberturas. Ainda que possam ter a mesma formulacéo, eles possuem métodos de
aplicacOes diferentes. A aplicacdo da cobertura (figura 3) requer que a formulacéo
seja realizada em estado liquido, tendo como opg¢Bes submergir, pulverizar ou
submeter a um leito fluidizado. A formulacdo do filme comestivel é previamente
desidratada antes da aplicacdo nas superficies do alimento. Sua eficacia ocorre
devido a sua acdo como uma camada extra de protecédo isolante entre o produto e a
atmosfera (ALVES et al., 2022).

Quanto a composicdo, os revestimentos podem ser subdivididos com base
em proteinas, como o colageno, proteina de soja, proteina do soro do leite e gluten;

lipidios, como as ceras de abelha, candelila, carnauba e parafina; e carboidratos,
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como as gomas alfarroba, carragena, guar, tragacanto, xantana, arabica, celulose,
pectina, amido de milho e quitosana (FIRDUOS et al., 2023).

A definicdo da formulacdo da cobertura deve complementar as caracteristicas
do alimento que ela ira revestir. Dessa forma, alimentos que possuem tendéncia a
perder umidade podem receber revestimentos com base em lipidios, pois devido a
sua natureza hidrofébica conseguem reter a umidade interna (HASSAN et al, 2018).

Figura 3. Diferentes métodos de aplicacao das coberturas comestiveis.
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A — Aplicacgéo por pulverizacéo. B — Leito fluidizado. C — Imerséo.

Fonte: Autoria prépria.

Rux e colaboradores (2023) testaram esse raciocinio aplicando em pepinos o
Liquid Seal®, um revestimento com base em ésteres de glicerol e acidos graxos de
cadeia entre 16-18 carbonos. Os dados apontam para o aumento da vida de
prateleira do fruto, reducdo da taxa de respiragdo, emissdo de gases e vapor de
agua, reducdo da rigidez tecidual. Ademais a equipe constatou, através de pesquisa
aplicada em 148 pessoas, que 0s consumidores ndo apenas se preocupam com 0
lixo produzido a partir do consumo, mas também que os revestimentos comestiveis
aplicados em frutas sdo uma boa alternativa para as embalagens plasticas.

Seguindo essas premissas, Juri¢ e colaboradores (2023) testaram a eficicia
da aplicacdo de uma cobertura comestivel em tangerinas. Apoés testarem diferentes
polimeros, concluiram que a hidroxipropilmetilcelulose e a quitosana foram os que
obtiveram melhor performance durante o estoque em temperatura ambiente, por 10
dias, e em estoque refrigerado, por 28 dias. Foi possivel observar a conservacao
sustentavel da fruta com materiais baratos e alinhados com as novas demandas

ambientais.
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Frutas minimamente processadas apresentam praticidade para o0s
consumidores, porém devido as etapas de processamento como o descascamento,
tornam-se mais vulneraveis a deterioracdo em razdo da exposicdo ao ar. Visando
solucionar esse problema, Du e colaboradores (2023) desenvolveram uma cobertura
comestivel com base em pectina adicionada de quercetina para aplicagdo sobre
fatias de macas. Além da manutencéo da firmeza, umidade, teor de vitaminas e cor,
a equipe também ratificou a protecdo antimicrobiana conferida pela cobertura contra

Staphylococcus aureus e a Listeria monocytogenes por um periodo de até 10 dias.
2.3.2 A quitosana

Do ponto de vista quimico a quitosana (figura 4) é um polimero natural
derivado da desacetilacdo da quitina, sdo residuos de glucosamina unidos a partir
das ligacdes glicosidicas B-(1-4) formando uma poliamina linear. Diante do
panorama ambiental esse polimero é promissor devido sua biodegradabilidade e
capacidade de reuso (YADAV et al. 2019).

A obtencdo classica da quitosana ocorre por meio da transformacdo da
quitina presente nos exoesqueletos de crustaceos remanescentes das industrias
alimenticias. Esse processo inicia com a desproteinizacdo e desmineralizacdo das
cascas dos animais, seguido da desacetilacdo, cujos grupamentos acetil sao
removidos das glucosaminas, formando entdo um novo conjugado, a quitosana.
Apés essa etapa a substancia pode passar por purificacdo e secagem para entao
ser comercializada (SARAVANAN et al., 2023; CHAKRAVARTY e EDWARDS,
2022).

Outra forma de ser obtida € a partir de fontes fungicas, através da conversao
da quitina em quitosana por fungos da classe Zygomycetes. Essa rota de obtencao
possui vantagens quando comparada a tradicional, pois diferente desta a producéo
de quitosana de origem fungica ndo requer uso de solventes fortes, emprego de
altas temperaturas e nédo se baseia na disponibilidade de subprodutos animais
podendo ser escalonada para niveis industriais em biorreatores (NASCIMENTO et
al., 2020; BERGER et al., 2018).

A quitosana de origem fungica possui menor peso molecular quando

comparada a quitosana de origem animal, o que pode afetar suas propriedades
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fisicas e bioldgicas. Além disso, a quitosana de origem flngica é mais pura, ndo
possuindo resquicios de proteina animal que sdo considerados alergénicos e pode
entdo ser uma alternativa para pessoas com alergia a crustaceos ou vegetarianas e
veganas (MELO et al., 2018).

Figura 4. Modelo em 3D (A) e formula estrutural (B) da molécula de quitosana.

Fonte: molview.org/?cid=71853

Essa substancia possui grande versatilidade e ampla aplicabilidade em
diversas industrias devido a suas caracteristicas de biocompatibilidade e baixa
toxicidade. Como por exemplo, possui capacidade de adsorver particulas e
proteinas a torna util em etapas de clarificagdo de bebidas alcodlicas; possui vasta
aplicacado no desenvolvimento de embalagens ativas para alimentos; tem aplicacao
na industria agricola no recobrimento antimicrobiano de sementes; além de ser

usada na area médica na engenharia de tecidos e na recuperacao de pele lesionada
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(ADAIR et al., 2023; MOUZAHIM et al., 2023; NARAYANA et al., 2023; YADAV et al.,
2021).

O carater multifuncional da quitosana encontra na aplicacdo nas coberturas
coméstiveis em alimentos, pois promove protecdo, devido a sua capacidade de
formacdo de filme, criando uma barreira isolante na superficie aplicada. Ela
demonstrou possuir atividade antimicrobiana e é considerada como um agente
promissor no aumento do tempo de prateleira dos alimentos, haja vista que reduz o
processo de senecéncia, promove a manutencdo do peso e da humidade. Além
disso, ela ndo causa alteracdes organolépticas nos produtos e tem boa aceitacédo
sensorial (LIMA et al. 2023; NASCIMENTO et al., 2020; MELO et al., 2018). Com o
exposto, nesta pesquisa foi utilizada a quitosana de origem fangica associada a
Oleos de origem vegetal com o intuito de propiciar sinestesia no desenvolvimento de

coberturas comestiveis.

2.4 Oleos vegetais: essenciais e retificados

A definicdo do Ministério da Saude para os 6leos essenciais € descrita pela
ANVISA (2022) da seguinte forma:

“aromatizante natural volatil de origem vegetal obtido por processo de
destilagdo por arraste com vapor de agua, de destilagdo a presséo reduzida
ou por outro processo fisico adequado, podendo se apresentar isolado ou
misturado com outro 6leo essencial, compreendendo o retificado, o

desterpenado e o concentrado;” (artigo 2°, item XX)

Ja a definicdo para o Oleo retificado de origem vegetal é compreendida como
“Oleo essencial submetido a processo de destilagdo fracionada para concentrar
determinados componentes;” Dessa forma a maior divergéncia entre os produtos
esta no perfil ndo volatil dos oleos retificados frente ao perfil aromatico intenso dos
Oleos essenciais (MASIERO et al., 2021). Popularmente no Brasil o termo “6leo fixo”
€ usado em referéncia ao 0leo retificado, essa expressao pode ter surgido dado que
em inglés o termo é “fixed oil’ que pode ser traduzido tanto para “6leo fixo” como
para “Oleo retificado”.

Oleos vegetais de diversas espécies demonstraram acdo antimicrobiana

contra vasto espectro de microrganismos patogénicos, 0 que pode 0s tornar viaveis
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em substituicdo de conservantes alimentares sintéticos. Tal atividade deriva da
presenca de compostos como acidos graxos, tocoferois e polifendis (SARKAR et al.,
2022; COIMBRA et al., 2022; KHALDI, NAOUARI e JEMAA, 2021; BASYIGIT et al.,
2020; PARICHANON, et al., 2022).

Oleos essenciais sdo produtos desenvolvidos a partir de extratos de tecidos
vegetais, possuem grande concentracdo de compostos organicos volateis e
aromaticos e sédo formados por um conjunto de centenas de moléculas que sao
responsaveis pelo aroma e sabor caracteristico de cada planta. Geralmente sdo
obtidos a partir da destilacdo a vapor que separa esses volateis com posterior
concentracdo na forma liquida. Esses produtos sdo consumidos globalmente e
recentemente diversas alegacdes sao feitas em relacdo a efeitos terapéuticos como
a reducao do estresse, ansiedade, melhora da digestao, reducao da inflamacéo e
alivio da dor (TAO; SEDMAN; ISMAIL, 2021; PATEIRO, et al., 2021;).

O uso destes 6leos como agentes antimicrobianos naturais é promissor tendo
varios estudos confirmado essa eficacia. Por exemplo, o 6leo essencial de tomilho
teve sua acao contra L. monocytogenes confirmada por Coimbra e colaboradores
(2022); a atividade bactericida contra Pseudomonas paralactis e contra Lactobacillus
sakei do 6leo essencial de canela observada por Fan e colaboradores (2023);
atividade antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa do Oleo de alecrim
comprovada por Gahvan (2022); 6leo essencial de orégano com atividade
antibacteriana contra S. aureus e Escherichia coli. demonstrada por Oun e
colaboradores (2022).

2.4.1 O tomilho

O tomilho, Thymus wvulgaris L., (Figura 5) € uma erva aromatica de folhas
pequenas com origem na regido do mediterraneo onde seu uso é amplamente
empregado na culinaria dos paises banhados pelo Mar Mediterraneo e ao seu cha
sdo atribuidas propriedades terapéuticas. Seus sabores sdo descritos como uma
fuséo entre o orégano, a horteld e o limdo (MCGEE, 2014).

A metandlise de Silva e colaboradores (2021) compilou informacdes
cientificas a respeito do consumo do tomilho em vérias formas de apresentacdes

como fresco, seco e seu 0Oleo essencial. Os pesquisadores descreveram diversos
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estudos que indicam ac¢des antifungica, antibacteriana, anti-inflamatdérias, anticancer,
hepatoprotetoras e antioxidantes, ainda que mais estudos clinicos de grande porte
sejam necessarios. A equipe concluiu, porém, que a falta de padronizacdo nos
produtos a base de tomilho pode implicar na modulacdo desses efeitos e inclusive
apresentar riscos de consumo e toxicidade devido a presenca de metais pesados ou

substancias em concentracdes toxicas.

Figura 5. Tomilho

Fonte: Portal Pense Organicamente

De maneira analoga, a pesquisa de Salehi e colaboradores (2019) reforca as
acOes bioativas do consumo tomilho e indica que o seu uso na forma de dleo
essencial possui grande potencial de exploracdo pela industria de alimentos,
principalmente no desenvolvimento de embalagens bioativas, dado ao seu potencial
de promover a preservacdo de alimentos. Contudo, ressalvam que, ainda que o
tomilho seja uma das plantas medicinais mais pesquisadas do mundo, uma futura
exploracdo dessa planta na producéo de fitofarmacos requer que maiores pesquisas
clinicas sejam conduzidas, elucidando os mecanismos de acdo e a dosagem para

cada patologia.
2.4.2 O licuri

O licurizeiro (Syagrus coronata (Mart.) Becc.) é uma palmeira nativa do Brasil

gue possui alta resisténcia a longos periodos de estiagem (Figura 6). Sua
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prevaléncia ocorre na caatinga nordestina onde, dada a cultura sertaneja, seu fruto,
o licuri, serve como fonte de alimento para humanos e para os animais de criacao da
regido do semiarido (LISBOA et al., 2020).

Essa espécie esta diretamente relacionada com a subsisténcia da
comunidade sertaneja, haja vista que ha ainda uso das suas folhas na producao de
artesanatos, objetos como vassouras, chapéus e ceras. O residuo resultante da
moagem do tronco e fruto serve como racao animal e na construgao civil. A arvore é
ainda transplantada para outras regides para ter uso em ornamentacdo em épocas
de festas tipicas. A importancia é tal que ela é conhecida nessas regidées como
“salvadora da vida” (EMBRAPA, 2007).

Figura 6. Cacho de licuri

Fonte: Marcos Antdnio Drumond

A polpa do licuri pode ser consumida in natura, cozida ou beneficiada em
bebidas alcodlicas, doces, cocada e farinha. O fruto, quando seco, apresenta uma
améndoa cujo teor de lipideos pode ultrapassar 49% e o teor de proteina pode
atingir mais de 11% de sua composi¢cao (SOUZA, 2018).

O extrato oleoso do licuri € primariamente composto por acidos graxos
saturados de cadeia média como o acido laurico, acido miristico e oleico. Esse 0Oleo
pode ser utilizado na culinaria, na producdo de cosméticos, na producdo de
biocombustivel e pela industria farmacéutica devido a suas atua¢des como atividade
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anti estafilocécica, larvicida e ovicida contra 0 mosquito Aedes aegypti, cicatrizante e
anti-inflamatoria (SOUZA et al., 2021; SANTOS et al., 2017; SOUZA, 2018).
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3 HIPOTESE

Coberturas comestiveis a base de quitosana fungica e 0leo fixo de licuri ou
6leo essencial de tomilho séo efetivas na protecao biolégica do pedunculo de caju e

na manutengéo de sua qualidade durante o armazenamento a 25°C.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliacdo do potencial antimicrobiano e de preservacdo do pedunculo de caju
comparando a combinacédo do 6leo fixo de licuri ou do 6leo essencial de tomilho com

quitonasa fungica.

4.2 Objetivos Especificos

® Elaborar e caracterizar as emulsdes de quitosana com o 6Gleo fixo de licuri ou
Oleo essencial de tomilho.
Avaliar a atividade antimicrobiana e o potencial de irritabilidade das emulsoées.
Observar as alteragcbes morfoldégicas causadas pelas emulsées em C.
gloeosporioides.

® Avaliar os efeitos de coberturas preparadas com as emulsGes obtidas na
inibicdo de infeccdo por C. gloeosporioides no pedunculo de caju durante

armazenamento em temperatura ambiente (25°C).
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5 METODOLOGIA

As etapas experimentais foram realizadas principalmente no Laboratério de
Microbiologia Aplicada (LaMAp) e no Instituto de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), ambos na Universidade Federal de Pernambuco. As andlises de
caracterizagdo das emulsbes foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia
Farmacéutica na UFPB. As andlises de alteracdes morfologicas do crescimento
fungico foram realizadas no Laboratério de Microbiologia Agricola e Ambiental na
UFRPE.

5.1 Materiais

5.1.1 Frutas

Os cajus vermelhos, em estagio de maturacao comercial, foram adquiridos na
Familia Horti - Horti Fruti Delivery, que fica localizada no Centro de Abastecimento e
Logistica de Pernambuco (CEASA-PE). O fornecedor dos cajus fica localizado na
cidade de Petrolina-PE. Foram selecionadas apenas unidades sem danos fisicos e
microbianos visiveis e que contivessem a castanha anexa de forma firme. Eles foram
transportados em caixa térmica até o LaMAp na UFPE, local onde as analises foram

realizadas.

5.1.2 Reagentes

A quitosana foi cedida pelo LaMAp e produzida por Aspergillus niger, nao
produtor de micotoxina, por extracdo alcali-acido e possuindo baixo peso molecular
(5,08 x 10° g/mol (+0,4) e grau de desacetilacdo de 85% (+2) (STAMFORD et al.,
2007).

Os demais produtos usados foram glicerol; Tween 80; dleo essencial de
tomilho (AMANTIKIR), produzido por extracdo de arraste a vapor das partes aéreas
da planta; e 6leo fixo de licuri, cedido pelo Laboratorio de Produtos Naturais (UFPE).

A pedido da AMANTIKIR ORIGEM NATURAL EIRELI, o 6leo essencial de
tomilho utilizado nesta pesquisa foi submetido a analise de composicéo, realizado no
departamento de quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, por
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cromatografia gasosa de alta resolucdo usando cromatégrafo a gas AGILENT
7820A. EC™ coluna: wax-10 30m x 0,32mm x 0,25 um (Alltech®). Temperatura da
coluna a 50°C (5 min), incrementando 3°C/min até 200°C. Injetor a 200°C Split: 1/50.
Detector FID: 220°C. Volume de injecao de 1 pL a 2,0% (m/v) em acetato de etila. O
tempo de corrida foi de 50 minutos. O perfil de composi¢cao e respectivos percentuais
estdo apresentados no anexo C.

5.1.3 Microrganismos

Os seguintes microrganismos foram cedidos das cole¢des dos departamentos
de Antibidticos, Micologia e Nutricdo da UFPE, Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9028), Candida albicans (URM 6391) e Colletotrichum
gloeosporioides (URM 5522).

5.2 Desenvolvimento e caracterizacao das emulsdes base para coberturas
comestiveis

A producdo das emulsdes base seguiu os roteiros metodolégicos de Rutz et
al. (2017) e Gharanjig et al. (2020). Nesse sentido, em um béquer de 50 mL foi
adicionado 25 mL solucéo de quitosana fangica, a concentracdo de 1% (m/v), em
solucéo aquosa de acido acético a 1% (v/v), 0,27 g de Tween 80 e 5% do 6leo fixo
de licuri ou 6leo essencial de tomilho (Figura 7).

Em seguida esse conjunto foi emulsionado em um homogeneizador de alta
velocidade Ultra-Turrax (T24, IKA®, Alemanha) a 9500 rpm por 8 minutos. Logo apds
a emulséo foi submetida a agitacdo magnética durante o periodo de 30 minutos a
uma agitacdo constante de 500 rpm. As emulsdes ficaram armazenadas por 24
horas sob refrigeragéo a 4°C para verificagdo visual da estabilidade das emulsdes
para em seguida serem submetidas as proximas etapas.

Apols essa etapa as emulsdes foram avaliadas quanto a sua caracterizacao
fisico-quimica, visando a avaliacdo de suas propriedades e o grau de emulsificacéo

alcancado.
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Foram mensurados o indice de polidispersao de cada sistema e tamanho das
particulas em escala nanométrica utilizando o espalhamento dindmico de luz (DLS)
no comprimento de onda 633 nm, 25°C e angulo de 90° e potencial zeta no
Zetasizer (Nano-Zs, Malvern, UK). As amostras foram diluidas em agua Milli-q® na
proporcao de 100 microlitros : 900 microlitros (amostra : 4gua). Os resultados foram
obtidos pela média aritmética de trés medicbes realizadas. A verificacdo dessas
cargas foi realizada no Zetasizer alterando seu modo “size” para o modo “zeta” e

mantendo as mesmas caracteristicas de angulacao, temperatura e comprimento de

onda.
Figura 7. Desenvolvimento das emulsdes por agitagdo mecanica.
Etapa 1: Adicdo das r—— e
substancias I /o Tweenso
) T e 4 __Solugdo de
Solugio de - \ e i) Quitosana
Quitosana
Etapa 2:
Agitacdo mecanica
[ J 1
/) (\T—
Etapa 3: o T Y
Agitacdo magnética S
\ﬁ"“"-—o—-" r\\--___./ 4
- . .
/S N\ /3 N\

Fonte: Autoria propria.
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5.3 Determinacao de compostos polifendlicos totais

A quantificacdo de compostos fendlicos totais das emulsdes foi realizada
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich®), em alinhamento com as
metodologias de Waterhouse (2003) e Singleton e Rossi (1965). A curva de
calibracdo foi realizada a partir da diluicdo seriada da solucdo de &cido galico
(Sigma-Aldrich®) na concentracdo de 200 pg/mL, até obter a concentracdo de 5
png/mL. As amostras foram analisadas em duplicata no comprimento de onda de 760
nm em espectrofotbmetro. Os valores de absorbancia das amostras foram

convertidos em equivalente de acido gélico por grama da amostra.

5.4 Potencial de irritabilidade pelo método Het-Cam

O potencial de irritacdo das coberturas foi avaliado por meio do teste da
membrana corioalantoide do ovo de galinha fecundado (HET-CAM), utilizando
microscopio digital (CORREA et al. 2023; LUEPKE, 1985). Os ovos fecundados
foram adquiridos da Mauricéa Alimentos do Nordeste Ltda. Apds o primeiro dia da
postura, os ovos foram mantidos em estufa BOD a 37°C durante seis dias até que os
estagios iniciais do desenvolvimento embrionario possibilitaram as andlises. Os
ensaios foram realizados em sextuplicata.

Foram testados, além das emulsfes, a mistura de cada 6leo com tween 80
em base de agua nas mesmas concentracdes das emulsdes. Grupos controles
contendo apenas soro fisiolégico (NaCl 0.9%) (controle negativo), apenas quitosana
fungica 1% (m/v) e apenas lauril sulfato de sodio 1% (m/v) (controle positivo) foram
testados com a finalidade de comparacao visual com os grupos contendo os 6leos
essenciais. O volume de 0,1 mL de cada uma dessas solucdes foi adicionado sobre
a membrana corioalantoide e os possiveis efeitos irritantes, hemorragia, formacéo de

coagulos e hiperemia, foram analisados durante cinco minutos.
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5.5 Determinacdo das concentrac¢des inibitérias minimas das emulsdes

Os microrganismos foram manipulados de forma semelhante a metodologia
de Gudifia e colaboradores (2010). Foi utilizado o meio de cultura Brain-Heart
Infusion (BHI) para as cepas bacterianas testadas, incubadas durante 18h a 37°C,
enquanto para C. albicans foi utilizado o meio Sabouraud, com incubacdo durante
24h a 37°C. Apos a incubacgao, uma aliquota de 100 pL de cada microrganismo foi
transferida para solucdo salina 0,9% estéril. Para C. gloeosporioides foi utilizado o
meio Sabouraud com incubacdo em placa por sete dias.

A capacidade das emulsbes de reduzir a viabilidade celular dos
microrganismos testados foi feita a partir da metodologia da concentracao inibitéria
por microdiluicdo. As cepas bacterianas e C. albicans foram inoculadas em
microplaca de 96 pocos, em diferentes concentragdes das emulsdes (de 0 até 600
pL/mL) meio de cultura caldo BHI para os microrganismos S. aureus, E. faecalis, E.
coli, P. aeruginosa e meio caldo Sabouraud para C. albicans.

Por fim, foi adicionado o inéculo, padronizado na escala 0,5 de McFarland
(1,5 x 108 UFC/mL), de cada microrganismo. Os microrganismos foram incubados
por 24h a 37°C, e depois foi realizada a revelagéo da viabilidade celular utilizando o
corante resazurina (30 pL em cada po¢o) com o intuito de verificar se havia atividade
de reducdo para resorufina promovendo a alteracdo de cor de roxo para rosa
(células viaveis). A distribuicdo dos volumes do meio de cultura, emulsées e inéculo,
totalizaram volume final de 100 pL é visivel na tabela 1.

Para C. gloeosporioides foi utilizada a técnica de macrodiluicdo em tubo de
ensaio, contendo as concentracdes das emulsdes variando de 0 a 600 pL/mL, caldo
Sabouraud e pré-inoculo, totalizando volume final de 1mL. O pré-inoculo foi
padronizado em (106 esporos/mL). C. gloeosporioides foi incubado a 25°C por 7
dias. As analises foram realizadas em triplicata.

Apoés preparo das microplacas/tubos de ensaio, antes e apés o periodo de
incubacgédo, para cada microrganismo foi procedida a leitura da densidade Optica em
leitor de microplacas (Biorad 680, Hercules, California, EUA) no comprimento de
onda 550 nm. Para C. gloeosporioides a leitura da densidade Optica foi realizada a

cada 24 horas até completar os 7 dias de incubacéo.
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Tabela 1. Determinac¢do das concentrac¢des inibitérias minimas das
emulsdes.

Poco Substancia Meio de Inéculo Volume final Concentracao

teste yiml  cultura piimi pliml do poco pi final de dleo
pliml
A 600 200 200 100 30
B 500 300 200 100 25
Cc 400 400 200 100 20
D 300 500 200 100 15
E 200 600 200 100 10
F 100 700 200 100 5

S

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Emulséo Licuri 5% Emulsdo Tomilho 5%
Colunas 1 e 2: Colunas 3 e 4: Colunas 5 e 6:
S. aureus E. faecalis E. coli

Colunas 7 e 8: P. aeruginosa  Colunas: 9 e 10: C. albicans

Fonte: Autoria propria.

A taxa de inibicdo microbiana em percentual foi calculada pela diferenca entre
a média das densidades ¢pticas aferidas no fim da incubacdo subtraida do valor
aferido antes da incubacdo dividido pelo valor antes da incubacdo, conforme

expressao a seguir:

% =|média apésincubacdo| - |média antes da incubacdo|/|média antes daincubagdo |
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5.6 Potencial de alteracao morfolégica das emulsdes no crescimento fungico

A visualizacdo das alteracbes morfologicas provocadas pelas coberturas no
crescimento do C. gloeosporioides foi obtida por meio da técnica de microcultivo
fungico em meio liquido, adaptado de Riddell (1950).

Em tubos de ensaio foram adicionados, para a emulséo do 6leo fixo de licuri,
1,4 mL de caldo Sabouraud, 200 pL da emulsdo e 400 pL de suspencéao espérica do
C. gloeosporioides. J4 para a emulsdo do O6leo essencial de tomilho foram
adicionados 1,5 mL de caldo Sabouraud, 100 pL da emulséo e 400 pL de suspencao
esporica, conforme figura 8. Apods isso, os tubos foram submetidos a agitacéo orbital

por trés dias a 150 rpm a 28°C. As analises foram realizadas em duplicata.

Figura 8: Esquema de preparo do microcultivo para C. gloeosporioides em meio
liquido sob acdo das emulsdes.

Caldo
Sabouraud

Emulsao
(Temilho ou Licuri)

« * [ Suspensdo
Esporica

Fonte: Autoria propria.

Essas concentracbes foram definidas a partir da ¥2 concentragdo inibitoria
minima (CIM) da emulsdo do licuri e ¥ para a emulsdo do tomilho. Esses valores
foram definidos abaixo da CIM, pois o0 objetivo foi de visualizar a capacidade das
emulsdes em alterar a morfologia do fungo e assim provocar sua morte e se a

concentracdo estivesse muito proxima a CIM ndo haveria crescimento.
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Apés trés dias, uma aliquota foi retirada para visualizacdo Optica. Um
fragmento de biomassa fangica foi corado em lamina para microscopia usando o

lactofenol azul algoddo (Azul Aman) e entéo foi visualizada em microscopio éptico.

5.7 Aplicacao das coberturas no caju

As coberturas preparadas, a partir da CIM das emulsdes obtidas, foram
adicionadas de glicerol a 1% com o intuito de melhorar a performance plastica do
revestimento e entéo filtradas em filtro de membrana 42 nm em ambiente asséptico.

Apés essa primeira etapa, os cajus foram sanitizados conforme Brasil (2004),
mergulhados em recipientes contendo solucdo de hipoclorito de sodio 1%(v/v)
durante 15 minutos, em seguida foram enxaguados com agua potavel e deixados
para secagem a temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos para remocao
da agua residual. Depois disso, os cajus foram divididos em 2 grupos (figura 9)
quanto a funcdo da cobertura: Grupo 1- Tratamento no qual os cajus foram
inicialmente infectados com o fungo e depois receberam a cobertura; Grupo 2-
Preventivo, no qual os frutos foram inicialmente cobertos com as coberturas testes e

depois foram contaminados com o fungo.

Figura 9: Divisédo dos frutos por tipo de tratamento que receberam.

Curativo = Infecgdo - Secar - Cobertura — Secar = Armazenamento
Sanitizagao
Protetivo Cobertura Secar Infecgao Secar Armazenamento

Fonte: Autoria Prépria.

Em seguida, os cajus foram divididos em 3 grupos (Figura 10) quanto as
coberturas, Grupo A- controle negativo, in natura foi apenas sanitizado e submetido
ao mesmo armazenamento a fim de acompanhar e comparar a senescéncia dos
cajus; Grupo B- foram imersos em uma solucao formada pelo plastificante glicerol
1% (v/v); Grupo C- foram cobertos com as emulsoes testes.
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Figura 10: Grupos de aplicacao das coberturas e infecgdes.

Sanitizagao

Tomilho Licuri Glicerol

Protetivo Infecgao Protetivo Infeccao Protetivo Infeccgao
Infecgao Curativo Infecgao Curativo Infecgéo Curativo
In natura
Infecgao

Fonte: Autoria Prépria.

A infeccdo com C. gloeosporioides ocorreu por pincelamento da suspencao
salina fungica contendo os esporos do C. gloeosporioides e deixados secar por mais
30 minutos. Cada pedunculo foi recoberto (recebeu as coberturas) sendo submerso
por 60 segundos em cada emulséo/glicerol 1% e deixado secar por 30 minutos
(Figura 11).

Apoés aplicacdo das coberturas, para prevencao ou tratamento da infeccéo
fungica. os frutos foram deixados para secagem por 30 minutos a fim de drenar o
excesso de liquido das amostras e em seguida foram armazenados separadamente
por grupos, em recipientes de polietileno ou inox, em temperatura ambiente (25 °C)
em estufa BOD, conforme figura 12. Cada grupo era constituido por cinco cajus.

Os cajus foram avaliados quanto a presenca de infeccdo fangica visivel a
cada 24h. Todos os grupos foram analisados em conjunto com a finalidade de
garantir que os resultados obtidos foram produzidos pela adicdo das coberturas
testes. Os resultados foram expressos em percentual de fruta infectada (SHAHBAZI,
2018; MELO et al., 2018). Foi verificado a capacidade do revestimento em manter a
massa do produto, usando balanca semi-analitica, bem como foi comparado o
estagio de senescéncia dos dois grupos e o poder de retardar o crescimento fangico

do C. gloeosporioides.
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Figura 11: Etapas das aplicacdes das coberturas por imerséo (A) e infecgéo por
pincelamento (B).

A B

Fonte: Autoria Prépria.

As frutas foram fotografadas e pesadas diariamente durante o tempo de
armazenamento. O tempo de armazenamento de cada grupo foi conduzido até que

a parte visivel do fungo ocupasse toda a area do pedunculo.

Figura 12: Etapas de secagem em ambiente acéptico(A), armazenamento em
estufa BOD (B) e aplicacao por imersao(C).
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Fonte: Autoria propria.

5.8 Analises estatisticas

Os ensaios foram realizados em triplicata ou mais repeticdes e os resultados
foram trabalhados conforme suas médias aritméticas e desvios padrao. Quando
necessario, foram usados testes estatisticos t student para determinacdo de
diferencas significantes (p<0,05). Para o tratamento estatistico foi usado o software
Sigmastat versao 3.5.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Caracterizacao fisico-quimica das emulsdes

Uma emulsdo é o resultado da mistura de duas substancias que, sem
intervencdo, nao ficariam homogéneas. Ela é considerada uma dispersédo coloidal
onde uma fase sera a fase continua que recebera a fase dispersada em seu seio
formando um sistema metaestavel. A estabilidade da emulsédo esta relacionada ao
tamanho dessas goticulas e ao tempo em que elas conseguirdo manter-se
dispersas. Ja as cargas eletrostaticas na superficie das particulas dispersas séo
responsaveis por manter as goticulas afastadas, por meio das forcas de repulsdo
eletrostaticas, umas das outras e dessa forma promover a estabilizacdo na fase
dispersante (ZHAO; LAN; XIE, 2023).

As emulsbes produzidas apresentaram-se na coloragdo branco opaco,
estaveis e sem separacdo dos 6leos da base aquosa, durante o periodo em que as
analises foram conduzidas, conforme é possivel ver na figura 6.

A emulsdo que continha 6leo fixo de licuri apresentou menor tamanho de
particula, menor indice de polidispersdo e maior potencial zeta, conforme tabela 2, e
foi considerada potencialmente mais estavel. Esta emulsédo alcan¢ou o tamanho de
particulas na escala de nanometro, sendo considerada nanoemulsédo, enquanto que
a emulsdo que continha 6leo essencial de tomilho obteve tamanho na escala de
micrometro, sendo considerada microemulséo.

Bastos (2017), utilizando metodologia similar, também alega alcancar
tamanho de particula na escala nanométrica (83,85 nm (£2,0)), além disso o indice
de polidispersdo também foi similar ao encontrado nesta pesquisa (0,287 (z0,3)).
Contudo, os resultados de potencial zeta descritos por Bastos foram menores (9,3
mV (x0,73)) do que os registrados nessa pesquisa e este pode ser um indicativo de
gue a emulsdo alcancada nesta pesquisa apresentou maior estabilidade, uma vez
que, um maior potencial zeta indica que as particulas se repeliam com maior
intensidade.

Com o objetivo de avaliar o potencial emoliente do 6leo de licuri frente ao ja
consagrado 6leo de améndoas doce, Leal e colaboradores (2013), utilizando

metodologia diferente desta pesquisa com maior concentracdo do 6leo e aquecendo



43

a mistura, emulsionaram a partir da agitacdo mecéanica a 900 rpm por 20 minutos e
atingiram tamanho de particula na escala de micrémetros (2,4 um) e estabilidade por
até 90 dias.

Com base nos resultados do teste t Student performado, pode-se rejeitar a
hipétese nula de que as médias dos dois grupos eram iguais e aceitar a hipétese
alternativa. Dessa forma, houve evidéncias estatisticas suficientes para concluir que

as médias dos parametros fisico-quimicos das emulsées eram independentes.

Tabela 2: Parametros fisico-quimicos das emulsodes.

Tamanho de indice de Potencial zeta
particula nm polidispersao (p<0,05)
(p<0,05) (p<0,05)
Emulsao de Licuri 444.07 + 3.93 0,285 + 0,01 50,53 + 0.29
Emulsao de Tomilho 997.63 + 82.41 0,8145 + 0,04 43.61 +1,17

Fonte: Autoria propria.

Pifiero e colaboradores (2019), ao avaliar o grau de emulsificacdo do o6leo
essencial de tomilho no surfactante Appyclean® em diferentes temperaturas,
registraram tamanhos de particula similares (1.05+0.1 pm) aos alcancados nesta
pesquisa na faixa de micrometro. Assim como Al-Moghazy e colaboradores (2021)
também alcancaram o tamanho de particulas em 77 pm utilizando metodologia
similar & usada nesta pesquisa.

Ghoshal e Thakur (2022), ao produzirem emulsdes com 6leo essencial de
tomilho, conseguiram estabilizar a mistura com tamanho de particula menor,
12,03nm £ 0,12 na concentracdo de 5% do 6leo e menor indice de polidisperséo, o
gue indica que a emulsédo produzida pela dupla estava mais dispersa. Contudo, a
metodologia utilizada empregou 0 uso de um emulsificador ultrassénico, o que pode
ter levado aos melhores resultados encontrados por eles comparados aos

registrados nesta pesquisa.
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6.2 Determinacao da composicao de polifenois

O total de compostos fendlicos da emulsdo base com oleo fixo de licuri em
associacdo com a quitosana fungica foi de 0,0638 (+0,035) mg GAE/g. Por outro
lado, a emulsdo base com 6leo de tomilho associado com a mesma quitosana
indicou um total de 0,3424 (+0,082) mg GAE/qg.

A emulsao que contém o 6leo de tomilho apresentou maior teor de compostos
fendlicos e esse fato corrobora sua também maior acédo antimicrobiana descrita no
subitem 6.4, haja vista que esses fitoquimicos sdo também responsaveis por
provocar a morte celular.

A confirmacdo de que o terroir € fator determinante na composicao de
compostos fendlicos presente no tomilho foi registrada por Rivera-Pérez e
colaboradores (2022), que analisaram em base seca tomilho oriundo de trés
nacionalidades e verificaram que o perfil de &cidos fendlicos variou conforme origem.
As amostras da Espanha e da Polbnia indicaram possuir aproximadamente 0,3 mg
Eq AG/g, resultados similares aos encontrados nesta pesquisa, enquanto que o
tomilho de origem marroquina apresentou concentragao superior, ultrapassando 0,5
mg Eq AG/g.

Registros cientificos recentes acerca da composicéao fendlica do licuri ainda
sdo escassos na literatura. O total de compostos fendlicos presentes na farinha de
licuri foi descrito, por exemplo, hd uma década por Belviso e colaboradores (2013). A
equipe comparou as farinhas torrada e crua do fruto e comprovaram que a torra
aumenta a concentracdo de compostos fenolicos totais em 2,2 vezes.

O dleo utilizado nesta pesquisa foi produzido sem tratamento térmico e dessa
forma pode-se tragcar um paralelo entre a farinha crua, que nao recebeu tratamento
térmico, analisada pela equipe. Em termos percentuais o 6leo fixo de licuri indicou
possuir 5,25% do total de compostos fendlicos indicados pela farinha crua analisada
por Belviso e col. (2013) o que denota que o0 6leo ndo retém a maior parte desses

compostos, que devem permanecer no seu residuo sélido.
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6.3 Potencial de irritabilidade pelo método Het-Cam

O potencial de irritabilidade das emulsdes foi avaliado e pode ser visualizado
na figura 13. A coloracéo leitosa das emulsdes dificultou a percepcéo do teste, pois
tornou algumas areas opacas.

Constatou-se que o uso do soro fisiolégico ndo causa sensibilidade na
membrana corioalantéica mesmo apos 0s cinco minutos de exposicao, confirmando-
0 como um bom controle negativo, como é possivel visualizar nas figuras 13a e 13b.
Ao passo que o uso do lauril 1% causa danos severos, lise, coagulo e hemorragia. O
gue o confirma como um excelente controle positivo, conforme figuras 13c e 13d.

A mistura de 6leo essencial de tomilho associado ao tween 80, figuras 13e e
13f, apresentou vasoconstricdo nos capilares da membrana corioalantéica, mas néo
apresentou hemorragia, hiperemia ou coagulos. E possivel observar na seta azul
fixada na imagem que a quantidade de capilares é reduzida significativamente.

A cobertura que continha o 6leo essencial de tomilho, diferentemente da
mistura mencionada no paragrafo anterior, ndo apresentou vasoconstricdo durante a
andlise, contudo € possivel identificar na seta azul fixada nas imagens, figuras 13g e
13h, a formacdo de hemorragia apdés 2:30 minutos, o que segundo a escala de
Luepke, enquadra a solugdo como moderadamente irritante. Por outro lado, Chelliah
e colaboradores (2023) nédo identificaram nenhum potencial irritante na emulséo
contendo Oleo essencial de tomilho. Contudo a composicdo do Oleo essencial de
tomilho avaliado pela equipe difere bastante do 6leo usado nesta pesquisa, por
exemplo ha menos de 1% de Y-terpineno no Oleo usado pela equipe enquanto que
h&a mais de 18% no 6leo usado nesta pesquisa. Também ndo ha percentual de p-
cimeno no 6leo usado por eles, enquanto que ha mais de 25% no 6leo usado nesta
pesquisa.

A mistura de 6leo fixo de licuri associado ao tween 80 nao apresentou
vasoconstricdo, formacdo de coagulos ou hemorragias. Contudo, manifestou
hiperemia ap6s 2:30 minutos, conforme figura 13i e 13j no centro inferior da imagem.
Segundo a escala de Luepke tal solucao esta classificada como levemente irritante.

A cobertura que continha o6leo fixo de licuri ndo apresentou hiperemia,

formacdo de coagulos ou hemorragias. Contudo, apresentou vasoconstricido de



46

capilares apos 3 minutos de andlise, sendo possivel ser observada na metade direita
das figuras 13k e 13I, resultados similares foram observados por Bastos (2017).

O aspecto leitoso e opaco ficou em especial mais evidente nessas Ultimas
imagens e reitera a importancia de se conduzir distintas andalises de toxicidade.
Entretanto, os resultados de irritabilidade preliminares trazidos neste registro séo,
tanto quanto pode-se averiguar, pioneiros na elucidacdo do potencial de irritacao
gue esses Oleos podem causar e servirdo como local de partida para futuras

pesquisas.

Figura 13: Membranas corioalantoicas reagindo a diferentes solu¢fes. Soro
fisiologico (A). Soro fisiolégico ap6s 5 minutos (B). Lauril 1% (C). Lauril 1% apos 5
minutos (D). Oleo (tomilho) + Tween 80 (E). Oleo (tomilho) + Tween 80 apds 5
minutos (F). Cobertura (tomilho) (G). Cobertura (tomilho) apés 2,5 minutos (H).
Oleo (licuri) + Tween 80 (1). Oleo (licuri) + Tween 80 apds 5 minutos (J). Cobertura
(licuri) (K). Cobertura (licuri) apés 5 minutos (L)

A B
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Fonte: Autoria propria.

6.4 Concentragoes inibitérias minimas das emulsdes

6.4.1 Atividade antimicrobiana das emulsdes para os patégenos

Em linhas gerais a acdo microbiana dos Oleos essenciais ocorre pelo
desequilibrio eletrostatico, resultante da interagdo entre os metabolitos secundarios
presentes neles e a membrana celular, que ao romper-se provoca vazamento do
conteudo citoplasmatico e sua morte (KIANE, ARZANI E MAIBODY 2021).

Ambas as formulacdes conseguiram inibir o crescimento dos microrganismos
testadas em diferentes concentragbes, conforme tabela 3, onde o percentual 0%
representa crescimento celular. A emulsdo formulada com 6leo de tomilho obteve
maior capacidade de reduzir o crescimento microbiano para as 4 primeiras cepas
avaliadas, exceto para C. albicans que teve mais sensibilidade para emulséo
formulada com oleo fixo de licuri na concentragcéo de 300 pL/mL.

A composicado do oOleo essencial de tomilho, com alto percentual de timol,
corrobora para essa acéo antimicrobiana mais intensa nesta emulsdo, uma vez que,
esta molécula possui tal acdo confirmada previamente contra uma grande variedade
de microrganismos (SIM, et al. 2019; ZHANG, et al. 2023; GOODARZI, et al. 2023).

A leitura das densidades 6pticas, apos o periodo de incubacéo, indicou quais

concentracfes das emulsbes mostraram atividade antimicrobiana. Em relacdo a
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emulsdo de Oleo essencial de Tomilho, S. aureus e C. albicans mostraram-se
sensiveis ja na menor concentracdo analisada, 100 uL/mL. Ja para E. faecalis e P.
aeruginosa a concentracdo necessaria para acao bactericida foi de 200 pL/mL.
Enquanto que E. coli mostrou a maior resisténcia dentre 0s microrganismos
analisados, pois a concentragdo necessaria para acéo bactericida foi de 400 pL/mL,
resultados similares encontrados por Moradi e Barati (2019).

Tabela 3. Concentracgao inibitéria minima das emulsdes base ap6s 24h a
37°C.

Emulsao com 6leo essencial de tomilho

S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa C. albicans

100 pL/mL 200 puL/mL 300 pL/mL 200 pL/mL 400 pL/mL
Controle 0% 0% 0% 0% 0%

Emulsao com 6leo fixo de licuri

300 pL/mL 400 pL/mL 300 puL/mL 400 pL/mL 100 pL/mL
Controle 0% 0% 0% 0% 0%

Fonte: Autoria propria.

No que se refere a emulsdo do 6leo fixo de licuri C. albicans mostrou a maior
sensibilidade, bastando que a concentracdo da emulsao fosse de 100 pL/ml para
verificagdo de agdo antimicrobiana, resultados similares aos descritos por Bastos
(2017). Para as bactérias P. aeruginosa e E. coli, 300 pL/mL de emulséo foram
necessarios, para E. faecalis 40 yL/mL e para S. aureus 500 pL/mL de emulséo,
sendo essa Ultima a menos sensivel. Bastos (2017), usando 1% de 6leo de licuri
emulsionado néo verificou acédo bactericida para a E. coli e ainda 15 pg/mL foram
suficientes para acgdo bactericida para o S. aureus, tais resultados diferem dos
encontrados nesta pesquisa.

InvestigacBes acerca da capacidade do 6leo de licuri em inibir o crescimento
microbiano ainda tem despertado pouco interesse cientifico. Poucos registros foram
feitos até entdo, um desses foi realizado por Bessa e colaboradores (2016) que
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compararam as capacidades do 6leo essencial de licuri e do 6leo fixo de licuri de
inibir o crescimento do S. aureus. Para o 6leo essencial a concentracdo minima
inibitéria variou entre 0.002 pL/mL até 0.08 upL/mL. Para o Oleo retificado a
concentracdo variou entre 0.16 pL/mL até 2.5 yL/mL. A baixa concentracao inibitéria
encontrada pela equipe, comparada com a concentracdo encontrada nesta
pesquisa, ocorre pois nesta pesquisa nao foi usado o 6leo puro, mas sim um
percentual de diluicdo de 5% no volume da emulséo.

Por outro lado, a emulsdo composta pelo 6leo fixo de licuri conseguiu taxa
similar de inibicdo da C. albicans com metade da concentracdo requerida pela
emulsdo do Oleo essencial de tomilho. Para os demais microrganismos, essa
emulsdo mostrou-se menos eficiente em reduzir o crescimento microbiano.
Conforme tabela 4, este 6leo possui maior concentracdo de acido laurico em sua
composicao, tal composto é conhecido por sua acdo antimicrobiana. Dessa forma, a
capacidade de inibir os microrganismos analisados pode ser associada, mas nao
limitada, a sensibilidade do microrganismo frente ao acido laurico (HOA et al., 2022;
SOUZA et al., 2021; KUMAR et al. 2020).

Tabela 4: Composicao do éleo fixo de licuri

Compostos Conteudo em %
Acido caprilico 10,05 + 0,11
Acido caprico 6,40 + 0,08
Acido laurico 43,64 + 0,62
Acido miristico 14,32 + 0,22

Acido palmitico 6,89 + 0,13
Acido estearico 3,83+ 0,03

Acido oleico 11,78 £ 0,52

Acido linoleico 3,10+ 0,38

Fonte: Souza 2021.
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O d6leo essencial de tomilho utilizado nesta pesquisa possui em sua
composicao p-cimeno (25,4%) e y-terpineno (18,6%), que isolados apresentam baixa
atividade antimicrobiana. Contudo, quando em sinergia com timol (49,4%), linalol
(0,2%) e carvacrol (0,4%) possuem conhecida ac&o antimicrobiana contra S. aureus,
Salmonella spp, E. coli, Botryodiplodia theobromae e Colletotrichum gloeosporioides.
A acao antimicrobiana demonstrada pela emulsdo que contém o 6leo essencial de
tomilho pode ter sido derivada da presenca desses compostos e a sensibilidade dos
microrganismos a esses compostos (MIRSHARIFI et al. 2023; CAl et al. 2020;
ZHANG et al. 2020).

Embora resultados similares de concentracao e composicao do 6leo essencial
de tomilho tenham sido descritos por Mukurumbira e col. (2023) a composi¢cdo dos
Oleos essenciais em geral varia conforme regido de plantio, técnicas agricolas e
safra, pois seus compostos aromaticos sdo parte dos metabdlitos secundarios das
plantas. Além disso as técnicas de extracdo também alteram a composicdo dos
produtos, tal acdo antimicrobiana esta condicionada a origem e qualidade do produto
(JAOUADI; BOUSSAID; ZAOUALIVARIATION, 2023; SANTOS et al. 2023).

Além disso, a falta de legislacdo e regulamentacdo da producdo de Oleos
essenciais também colabora com a ndo padronizacdo dos produtos no mercado
brasileiro o que reforca a imprescindibilidade de se obter 6leos essenciais fornecidos
por marcas responsaveis. Atualmente a categoria de produtos dos 6leos essenciais
esta entendida como produtos cosméticos com classificagdo de risco I. Isso quer
dizer que o licenciamento realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) é apenas notificado e nao registrado pela agéncia, ou seja, sequer existe
a necessidade de comprovacao das eficacias alegadas (BRASIL, 2022; BRASIL,
2014).

Soleimani e colaboradores (2022) em sua meta-analise indicaram que o Oleo
essencial de tomilho possui acdo antimicrobiana contra os cinco microrganismos
testados nesta etapa. Contudo h& variacdes nas concentracdes inibitérias minimas
em cada referéncia compilada. Tais variacdes devem-se ao fato descrito por Santos
e colaboradores (2023) referente as mudancas nas composi¢des entre cada marca,

derivada do terroir do plantio, e a auséncia de regras de padronizacéo dos produtos.
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S. aureus mostrou-se particularmente sensivel a emulsdo do 6leo essencial
de tomilho apresentando taxa inibicdo jA na concentracdo de 200 pL/mL, frente a
crescimento celular registrado no experimento com oleo fixo de licuri para a mesma
concentracéo, resultados similares foram descritos por Ghoshal e Thakur (2022).
Essa acgdo, decorre ao fato de o timol atuar na lise da membrana celular de gram
positivas favorecendo o vazamento do conteudo citoplasmatico e também explica a
maior resisténcia da E. coli a essa emulsao.

O timol, molécula de maior prevaléncia na composicdo do 6leo essencial de
tomilho utilizado, possui agao antimicrobiana vastamente analisada na literatura
cientifica (REF). A esta concentracdo credita-se as ag¢fes antimicrobianas
encontradas nesta pesquisa, que foi inclusive mais eficiente contra as quatro
bactérias e em menor concentracdo. Da mesma maneira que também credita-se a
esta maior presenca do timol as alteracdes morfolégicas em maior intensidade no

crescimento do C. gloeosporioides, item 6.5.

6.4.2 Crescimento microbiano de C. gloeosporioides em presenca das
emulsdes

Foi possivel verificar a viabilidade do fungo a partir da curva de crescimento
microbiana utilizando as leituras de densidade O6pticas verificadas durante o

experimento com o grupo controle, assim como mostrado na figura 14.

Figura 14: Curva de crescimento microbiano do C. gloeosporioides

14 Curva de crescimento CG

12

1
0.8
0.6

Densidade optica

0.4
0.2

Tempo (dias)

Fonte: Autoria propria.
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A verificacdo do potencial de inibicdo contra C. gloeosporioides das duas
emulsbes mostrou-se positiva em diferentes concentracdes e tempos de incubacéao.
Comprovou-se que todos 0s pogos que continham alguma emulsdo permaneceram
no estado liquido durante o tempo de incubagdo, enquanto que o grupo controle
tornou-se solido. Ao final do experimento apenas o grupo controle apresentava

sinais visiveis de esporulacéo, tais indicacdes estdo demonstradas na figura 15.

Figura 15: Dia 0 (A) e Dia 7 das inocula¢cdes em meio Sabouraud do C.
gloeosporioides (B). Dia 0 (C) e Dia 7 das inoculacdes em presenga das emulsdes
do C. gloeosporioides (D).

A

Fonte: Autoria propria.
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6.4.3 Atividade antimicrobiana para C. gloeosporioides

A emulsdo produzida com Oleo essencial de tomilho mostrou-se fungicida
contra C. gloeosporioides em todas as concentracdes verificadas durante os trés
primeiros dias. A partir do terceiro dia ndo houve mais atividade fungicida, mas sim
fungistatico, uma vez que a densidade Optica manteve-se estavel a partir desse dia.
Sarkhosh e colaboradores testaram a acéo fungicida do 6leo essencial de tomilho,
contra esse fungo, aplicado em abacates infectados (2017a) e mamao papaia
(2017b) também verificaram atividade antifungica, foi usado pela equipe a
concentracdo de 2000 pL.L-1 para o abacate e 125 pL.L-1 para 0 mamao papaia,
contudo nesta pesquisa a concentracao de 100 pL.mL-1 j& mostrou-se fungicida.

Ja a emulsdo que continha 6leo fixo de licuri mostrou-se fungistatica durante
0s cinco primeiros dias e apds esse periodo sua agéo fungicida atingiu seu pico no
sétimo dia de andlise. Até onde pode-se observar ndo ha registros na literatura
qguando a capacidade fungicida do 6leo fixo de licuri contra C. gloeosporioides.

A taxa de inibicéo fungica, como pode ser vista na tabela 5, foi conferida apés
o periodo de crescimento microbiano. Foi possivel constatar que em todas as

concentragdes analisadas houve inibigcdo microbiana.

Tabela 5: Taxa de inibicao do C. gloeosporioides nas emulsdes base apés 7

dias.
Concentragoes 600 500 400 300 200 100
pL/mL pL/mL pL/mL pL/mL pL/mL pL/mL
Tomilho 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Licuri 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Fonte: Autoria propria.
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6.5 Potencial das emulsdes em causar alteracdo morfolégica no crescimento
do C. gloeosporioides

Os resultados da andlise morfologica do micélio de C. gloeosporioides
tratados com as emulsdes de licuri e tomilho, nas concentracées de 100 pL/mL de
emulsé&o de licuri e 50 pLmL de emulséo de tomilho, sdo apresentados na Figura 16.
No micélio controle, sem o tratamento com os Oleos (Figura 16a), pode-se observar
hifas lineares e com citoplasma homogéneo. Por sua vez, o micélio tratado com
emulséo de licuri (Figura 16b), apresentou hifas finas, distorcidas, atrofiadas e sem
coloracéo, evidenciando perda de contetdo citoplasmatico. O tratamento com a
emulsdo de tomilho (Figura 16c¢) induziu alteragcdes morfologicas similares, embora
mais intensas, como hifas curtas, finas, distorcidas, fragmentadas e sem coloragéo
citoplasmatica.

A compreensédo de como ocorre a atividade antifingica das emulsfes contra o
C. gloeosporioides pode ser visualizada por meio do microcultivo em meio liquido,
pois essa técnica permite que as caracteristicas morfolégicas das hifas e dos corpos
de reproducdo sejam identificadas, registrados e comparados. O mecanismo de
acdo antifangica pode ser creditado a desestabilizacao eletrostatica da membrana
celular, aumento da permeabilidade da membrana e vazamento do conteudo
citoplasmatico (FERNANDES et al. 2023). Dessa forma, a atividade antimicrobiana
contra o C. gloeosporioides esta relacionada a sensibilidade do fungo com a
composicao dos Oleos utilizados, anexo C e tabela 4.

O timol, maior componente presente na composicdo do Oleo essencial de
tomilho utilizado, estd diretamente relacionado a capacidade mais pujante da
emulsdo que o contém de alterar as estruturas do microrganismo. Essa sua acao foi
analisada por Al-Kandari e colaboradores (2019) frente ao crescimento de E. coli e
ratificada que a concentracdo de 400 ug L— 1 como a concentracao inibitéria minima
e causadora de modificacdes morfolégicas na membrana celular que a fez evoluir
para a morte celular.

Santos e colaboradores (2021) ao avaliarem a acao antifingica dos 6leos
essenciais de eucalipto e do cravo da india sobre a morfologia de espécies de
candida ndo-albicans, conseguiram esclarecer o mecanismo pelo qual esses 6leos

promovem a morte celular. A equipe registrou morte celular total na concentracao de
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320 pL/mL, e confirmou o Oleo de cravo da india como o de maior acgéo
antimicrobiana. Por fim, foi registrado alteracdes nas estruturas, quando comparadas
com 0s grupos controle, evidenciando raras leveduras com blastoconidios e raras
pseudo-hifas. Tais resultados sdo convergentes com 0s apresentados nesta
pesquisa, ainda que a espécie seja diferente também foram visualizadas estruturas

danificadas quando em contato com o 6leo utilizado.

Figura 16: Efeito do 6leo fixo de licuri e essencial tomilho sobre a morfologia de C.
gloeosporioides cultivado em caldo Sabouraud por 3 dias a 28°C, sob agitacao
orbital de 150 rpm. Ampliacdo de 800X. Micélio controle (A). Tratado com 100
pL/mL de emulséo de licuri e concentracdo do 6leo 0,5% (B). 50 pL/mL de
emulséo de tomilho e concentracdo do 6leo 0,25% (C).

A B

Fonte: Autoria propria.
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Oliveira e colaboradores (2016) utilizando a mesma premissa desta pesquisa
avaliou as alteracbes morfolégicas no crescimento de espécies de candida a fim de
compreender a acao do 6leo essencial de Ocimum gratissimum. A equipe constatou
a eficacia do 6leo em reduzir a presenca de candida por aumentar a permeabilidade
da membrana celular utilizando corantes e conseguiu registrar alteracbes nas
estruturas das espécies analisadas quando tratadas com o O6leo essencial.

Resultados similares aos reportados nesta pesquisa.

6.6 Aplicacao das coberturas no caju

6.6.1 Capacidade das coberturas de manter a massa dos cajus

As massas dos cajus foram verificadas diariamente durante as analises com o
objetivo de elucidar se as coberturas desenvolvidas seriam capazes de promover a
retencdo da agua no pedunculo. O grupo in natura apresentou a maior perda de
liquido, em média cada caju desse grupo possuia aproximadamente 130 g no inicio
das andlises e 120 g ao final das 48 horas, quando sua superficie ja estava tomada
pelo crescimento fungico e a analise foi concluida.

Em relacdo aos grupos que permaneceram em analise por 48 horas, o0 grupo
do controle negativo apresentou perda aproximada de 9 g; o grupo glicerol protetivo
perdeu em média 3 g; o grupo glicerol curativo exsudou em média 7 g.

Em relacdo aos grupos que permaneceram em analise por 72 horas, o grupo
do tomilho protetivo perdeu aproximadamente em média 12 g; o grupo do tomilho
curativo perdeu em média 7 g; o grupo do licuri protetivo perdeu em média 9 g; o
grupo do licuri curativo exsudar em média 8 g.

E possivel observar na figura 17 os gréaficos contendo as equacées das retas
de cada grupo. A partir dessas leituras € possivel ratificar o grupo in natura como
sendo o0 que possui 0 menor coeficiente angular e dessa forma o que perde massa
com mais intensidade.

Em termos percentuais o método curativo foi mais eficiente em reter a massa
dos cajus, pois houve uma perda de -10.82% no grupo que recebeu 6leo essencial

de tomilho no método protetivo contra uma perda de -6.30% no método curativo. De
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forma analoga, houve uma perda de -8.62% no grupo que recebeu o Oleo fixo de

licuri no método protetivo e uma perda percentual de -7.84% no método curativo.

Figura 17: Gréfico das perdas de massa sobre o tempo de analise. Grupos que
ndo continham oleos vegetais (A). Grupos que continham 0leos vegetais (B).
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Poucos trabalhos cientificos visando a protecdo dos pedunculos de caju com
coberturas comestiveis foram conduzidos até entdo, por exemplo o registro de
Oliveira e Nunes (2011) ainda que antigo, pode encaminhar assertividade nesta
pesquisa. A equipe ao avaliar a capacidade da quitosana extraida do caranguejo-
uca confirmou a concentracdo de quitosana a 1,5% como a que obteve maior
aderéncia na superficie do caju e que quanto mais essa concentracao for
aumentada, mais fracamente aderida ficara a cobertura. Nesta pesquisa foi utilizada
a concentracao de 1% de quitosana de origem fungica.

Pinheiro (2012) ao produzir e avaliar cobertura comestivel, contendo 11% de
cera de carnauba, adicionada ou ndo de agentes antimicrobianos e aplicadas em
cajus armazenados a 24°C verificou que, assim como esta pesquisa, que o tempo
maximo de armazenamento encerra em 4 dias. Além disso, as perdas de massas
estiveram proximas a -7%, resultados semelhantes aos encontrados nesta pesquisa.

Sena e colaboradores (2019) ao testarem a influéncia de cobertura a base de
amido (4%m/v) enriquecido ou ndo com calcio nos pedunculos de caju em manter o
peso dos frutos durante estoque refrigerado (5°C) por 25 dias, confirmaram que a
base amilacea ndo é a mais indicada para esse tratamento e ndo somente néo
conseguiu reter agua como foi 0 grupo que mais a perdeu, comparado com o
método de hidroresfriamento aplicado pela equipe. O grupo concluiu ainda que uma
base preferencialmente coberturas contendo lipidios poderiam obter mais sucesso,
tal como realizado nesta pesquisa.

Oliveira (2020) ao avaliar cobertura composta por hidroxipropilmetilcelulose e
cera de abelha na preservacdo dos pedunculos de caju armazenados a 21°C
confirmaram a eficicia da adicdo de uma barreira hidrofébica na manutencdo da
massa. Houve uma perda aproximada de -8% contra uma perda de 15% do grupo
controle. A pesquisa indicou ainda que 0s cajus resistiram no méaximo a 4 dias nessa

temperatura, resultados similares aos descritos nesta pesquisa.
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6.6.2 Acao das coberturas contra C. gloeosporioides

A capacidade das coberturas de retardarem o crescimento fungico foi
avaliada e registrada durante do periodo de 72 horas quando as hifas do C.
gloeosporioides conseguiram cobrir toda a superficie dos cajus. Durante as primeiras
24 horas nenhum grupo apresentou crescimento fangico visivel. Porém, a partir de
48 horas pode-se observar, conforme figura 18, que o crescimento fungico ja era
visivel em aproximadamente 25% da superficie de um caju do grupo controle
negativo.

Para o grupo in natura, todos 0s cinco cajus ja apresentavam ao menos 25%
de sua superficie coberta pelas partes visiveis do fungo ao final das 48 horas. Dado
que o grupo in natura ndo passou pela etapa de infeccdo da solucdo contendo
esporos de C. gloeosporioides e que a coloragdo do fungo é diferente, acredita-se

gue este crescimento seja de outra espécie.

Figura 18: Crescimento fungico apds 48 horas a 25°C. In natura (A). Controle
negativo (B).

A B

Fonte: Autoria propria.
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O grupo que recebeu apenas o glicerol no modo curativo apresentou
crescimento aproximado de 50% da superficie dos cajus ao final das 48 horas.
Enguanto que o grupo glicerol protetivo apresentou um crescimento na superficie

mais discreto, conforme é possivel comparar na figura 19.

Figura 19: Crescimento fungico apds 48 horas a 25°C. Glicerol (curativo) (A).
Glicerol (preventivo) (B).

A B

Fonte: Autoria proépria.

O grupo que recebeu a cobertura com 06leo fixo de licuri no modo curativo
apresentou menor crescimento fangico, apds 48 horas, por volta de 10% da
superficie. Resultados similares aos dos grupos que receberam a cobertura com
Oleo fixo de licuri no modo protetivo, cobertura de tomilho no modo protetivo e
curativo, conforme foi registrado pela figura 20. Até onde pode-se verificar a
capacidade antifungica do dleo fixo de licuri contra C. gloeosporioides nao foi objeto

de pesquisas anteriores.
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Figura 20: Crescimento fungico apés 48 horas a 25°C. Cobertura de 6leo fixo de
licuri (curativo) (A). Cobertura de 6leo fixo de licuri (protetivo) (B). Cobertura de
6leo essencial de tomilho (curativo) (C). Cobertura de 6leo essencial de tomilho
(curativo) (D).

A B

Fonte: Autoria propria.
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Ao final das 72 horas os grupos que ndo receberam tratamento com algum
Oleo ja apresentavam toda a superficie tomada pelo crescimento fungico, conforme
figura 21.

Figura 21: Crescimento fangico apds 72 horas a 25°C. In natura (A). Controle
negativo (B). Glicerol (curativo) (C). Glicerol (preventivo) (D).

A B

Fonte: Autoria propria.
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Contudo, o0s grupos cujos tratamentos receberam algum Oleo ainda
mantiveram resisténcia ao crescimento fungico apos 72 horas, conforme atestado na

figura 22.

Figura 22: Crescimento fungico apés 72 horas a 25°C. Cobertura de 6leo fixo de

licuri (curativo) (A). Cobertura de 6leo fixo de licuri (protetivo) (B). Cobertura de

Oleo essencial de tomilho (curativo) (C). Cobertura de 6leo essencial de tomilho
(curativo) (D).

A B

Fonte: Autoria proépria.
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Ao fim das 96 horas de armazenamento todos 0S grupos tiveram suas
superficies cobertas pelas partes visiveis do fungo, conforme figura 23. Visualmente
a cobertura que continha o 6leo essencial de tomilho apresentou resultados
ligeiramente melhores em retardar o crescimento fungico. O método protetivo
mostrou-se visualmente mais eficaz tanto para a cobertura com 6leo essencial de
tomilho quanto para cobertura com 6leo fixo de licuri.

Foi possivel assegurar que o crescimento fungico foi retardado, sendo
necessario que o fungo precisasse do dobro do tempo para cobrir a superficie dos
pedunculos que receberam tratamento com algum dos Oleos analisados, quando
comparado ao tempo que o fungo cobriu 0s grupos que nao receberam algum dos
0leos na composicdo de sua cobertura.

Vilaplana, Pazmifio e Chamorro (2018) averiguaram a acao do 6leo essencial
de tomilho no controle da antracnose desenvolvido por Colletotrichum musae em
bananas organicas. A equipe conseguiu constatar acdo fungicida desse 6leo na
concentracdo de 0,5%, sendo inclusive essa dose mais eficaz do que o fungicida
sintético, imazalil, usado como controle. De forma transversal pode-se comparar as
duas pesquisas, haja vista que, mesmo ndo sendo da mesma espécie, os fungos
sdo do mesmo género. Embora o C. musae tenha apresentado maior sensibilidade
ao 6leo essencial de tomilho, a composicédo do 6leo usado pela equipe apresentava
timol, carvacrol e p-cimeno como principais componentes, enquanto que o 0leo
essencial de tomilho usado nesta pesquisa apresentava timol, p-cimeno e y-
terpineno.

Pacheco e colaboradores (2017) ao emulsionarem, até atingirem o tamanho
de nanoparticulas, quitosana com 6leo essencial de tomilho (5%v/v) conseguiram
comprovar sua acgao protetiva tanto contra os esporos do C. gloeosporioides in vitro,
assim como constataram a acao sinérgica da quitosana com este 6leo na protecao
de abacates infectados pelo fungo. A incidéncia do desenvolvimento da antracnose
e a severidade foram reduzidos quase pela metade. Resultados correlatos aos
registrados nesta pesquisa onde o tempo necessario para o desenvolvimento

fungico em toda superficie do caju foi também estendido.
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Figura 23: Crescimento fungico apds 96 horas a 25°C. Cobertura de 0Oleo fixo de
licuri (curativo) (A). Cobertura de 6leo fixo de licuri (protetivo) (B). Cobertura de
oleo essencial de tomilho (curativo) (C). Cobertura de 6leo essencial de tomilho

(curativo) (D).

A B

Fonte: Autoria propria.
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7 CONCLUSOES

° As emulsdes de quitosana-0leo essencial de tomilho/6leo fixo de licuri

apresentaram estabilidade.

[ A emulsdo quitosana-6leo fixo de licuri obteve o estado de nanoemulsdo

enquanto que a emulsdo quitosana-o6leo essencial de tomilho de microemulséo.

) Ambas as coberturas apresentaram acao antimicrobiana para as bactérias e

fungos testados e foram classificadas como nao irritantes.

° O método curativo mostrou-se mais eficaz na manutencdo da massa dos
cajus, enquanto que o método protetivo mostrou-se mais eficaz em retardar o

crescimento fungico.

) A cobertura composta por Oleo essencial de tomilho apresentou teor de
compostos fendlicos totais mais de cinco vezes superior a emulsdo composta por

6leo fixo de licuri.

° A emulsao de tomilho altera a morfologia do C. gloeosporioides de forma mais

intensa e em menor concentragao.

) Ambas as coberturas foram responsaveis pelo aumento do tempo em que o

fungo analisado é capaz de cobrir a superficie do caju.
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ANEXO A - 12 principios da Quimica Verde por Anastas e Warner ( 1998 )

1. Prevencdo de rejeito. Desenvolvimento de sinteses quimicas para a
prevencao de rejeitos. Nao produza rejeitos para tratar ou limpar.
2. Maximize a eficiéncia atbmica. Projete sinteses de modo que o produto final

contenha a propor¢do maxima dos materiais iniciais. Desperdice poucos ou nenhum
atomo.

3. Projetar sinteses quimicas menos perigosas: Projetar sinteses para usar e
gerar substancias com pouca ou nenhuma toxicidade para humanos ou meio
ambiente.

4. Projetar produtos quimicos e produtos mais seguros: Projetar produtos
quimicos totalmente eficazes, mas com pouca ou nenhuma toxicidade.
5. Use solventes e condi¢cdes de reacdo mais seguros: Evite usar solventes,

agentes de separagdo ou outros produtos quimicos auxiliares. Se vocé precisar usar
esses produtos quimicos, use 0s mais seguros.

6. Aumente a eficiéncia energética: Execute rea¢des quimicas em temperatura e
pressdo ambiente sempre que possivel.

7. Use matérias-primas renovaveis em vez de esgotaveis.

8. Evite derivatizantes quimicos: Evite usar grupos bloqueadores e protetores ou

quaisquer modificacdes temporarias, se possivel. Os derivatizantes usam reagentes
adicionais e geram residuos.

9. Use catalisadores, ndo reagentes estequiométricos: Minimize o desperdicio
usando reacdes cataliticas. Os catalisadores sado eficazes em pequenas quantidades
e podem realizar uma Unica reacao Vvarias vezes. Eles séo preferiveis aos reagentes
estequiomeétricos, que sdo usados em excesso e realizam uma reacdo apenas uma
vez.

10.  Projetar produtos quimicos e produtos para degradar apds o uso: Desenvolva
produtos quimicos para se decompor em substancias in6cuas ap0s o uso, para que
ndo se acumulem no meio ambiente.

11.  Analise em tempo real para prevenir a polui¢cdo: Inclua monitoramento e
controle em tempo real durante as sinteses para minimizar ou eliminar a formacéo
de subprodutos.

12. Minimize o potencial de acidentes: Projete produtos quimicos e suas formas
fisicas (sélidas, liquidas ou gasosas) para minimizar o potencial de acidentes
qguimicos, incluindo explosdes, incéndios e liberacées no meio ambiente.
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ANEXO B - Grupo de Trabalho Agenda 2030
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel

ERRADICACAD BOA SAUDE EDUCACAD 5 IGUALDADE
DAPOBREZA EBEM-ESTAR DE QUALIDADE DEGENERD

EMPREGO DIGND 10 REDUGAODAS 11 CIDADESE
ECRESCIMENTO DESIGUALDADES (COMUNIDADES
ECONOMICO INFRAESTRUTURA SUSTENTAVEIS

i

Tl S A -

CLINATIS RIS, Gl OBJETIVCS

DE DESENVOLVIMENTO

SUSTENTAVEL

Fonte: Grupo de Trabalho da Sociedade Civil



ANEXO C - Andlise cromatografica do 6leo essencial de tomilho performada pela UFMG a pedido da AMANTIKIR

Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Exatas
Departamento de Quimica/Colegiado de Extensao
Telafax: (31) 34098-5720 — e-mail:nucleo.servicos@qgui.ufmg.-br
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CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

Solicitante: ~AMANTIKIR ORIGEM NATURAL EIRELI CNP.J: 28.495.005/0001-39

OLEO ESSENCIAL de Tomilho

Mome comercial: Oleo Essencial de Tomilho
Nomenclatura botanica: Thymus vulgar's

Extragdo: Arraste a vapor

Parte da planta: Partes aéreas

Lote: 11.2558
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Cuimica UFMGTH
labcrom25dagi@aqui.ufimg. br
mirrajolis@yahoo.com.br
Belo Horizonte, 28 de junho
de 2021.

Composicdo Quimica
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Pico 1Reaic Composto Area %

' — B 1 1 1162 B-mirceno 0,3
1 Home o b 2 1196 a-terpinenco 0,1

3 1206 limoneno 0,2

= pr== 4 1211 eucaliptol 0,2
] L 5 1238 T-terpineno 18,6
kS 3 1256 p-cimeno 25,4

= Free r 1433 axido linalila 0.1
E L 8 1469 l-octen-3-ol 0,1

9 1473 trans-sabineno hidrato 0,1

1 - 10 1528 canfora 0,1
] - L = 11 1543 Isopinocanfona 0,1
1z 1564 linalool 0,2

1 = - 13 1603 trans-dihidrocarvona 0,1
] b 14 1654 T-elemeno 0,1
15 1663 a-humuleno 0,2

“ - 16 1785 E-a-Bisaboleno 0,1
1 L 17 2002 dxido de cariofileno 0.1
18 2116 espatulenal 03

=1 - 19 2128 timol 49,4
] L 20 2148 carvacrol 0,4
il - S22 — = A= outros 3,8

Meétodo de analise:

Cromatografia Gasosa de Alta Resolugio. Cromatagrafo a Gas AGILENT 7820A. EC™wax-10
A0m = 0.32mm x 0,25 pm (Alltech). Temp.: Coluna: 50°C (5 min), 3 %5 /min a 200°C. Injetor:
200°C Split: 1/80. Detac tor FID:Z20°C. Vol. de injegdo: 1 ul. 2,0% miv em acetato de atila.

Av. Antdnio Carlos. 6627—Campus—Pampulha-Belo Horizonte/MG-Brasil -Cep:31.270-301




