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“E graga divina comegar bem. Gragca maior é persistir
na caminhada.
”

Mas, graga das gragas é ndo desistir nunca.

Dom Helder Camara



RESUMO

O mamao (Caricapapaya L.) é um fruto climatérico, apresenta altas taxas de transpiracdo e,
devido ao intenso metabolismo durante o amadurecimento, senesce rapidamente, dificultando
0 armazenamento, por periodos prolongados e, consequentemente gerando altos indices de
perdas pos-colheita, as quais podem ser agravadas pela acdo do Colletotrichum
gloeosporioides. Na perspectiva de estender o tempo de vida (til do mamédo “Golden” este
estudo objetivou desenvolver um revestimento usando uma combinacdo de concentrado
protéico de soro de leite (CPSL), éleo essencial de erva doce (OED), cloreto de calcio (CC) e
glicerol (G).Foram realizadas avaliagfes in vitro do efeito de diferentes concentragdes de
OED na reducdo do crescimento micelial de C. gloesporioides, assim como foram testados in
vitro a capacidade fungitoxica do OED. Utilizando as duas concentra¢gdes mais eficientes do
OED juntamente com diferentes concentragfes de CPSL (10, 12, 14%), CC (1%) e G (5%),
foram formulados nove revestimentos, os quais tiveram sua estabilidade avaliada por meio
das analises de &ngulo de contato, didmetro médio das particulas, potencial zeta e microscopia
de varredura. De posse dos revestimentos mais promissores, foram iniciados trés
experimentos em paralelo. No primeiro,mamdes inoculados artificialmente com C.
gloesporiodes foram submetidos aos revestimentos,para avaliacdo da incidéncia e severidade
do patdgeno. No segundo e terceiro experimentos, mamdes sadios foram revestidos e
submetidos a analise de sobrevivéncia e da qualidade, respectivamente. Os testes in vitro
demonstraram um potencial positivo na utilizacdo do dleo de erva doce no desenvolvimento
micelial do fungo C. gloesporioides, com concentracdo minima inibitoria (CMI) e
concentracdo minima fungicida de 2000ppm. O conjunto de analises utilizado para avaliar a
estabilidade dos revestimentos formulados indicou que, aqueles contendo menor percentual de
CPSL (10%)e maiores concentragdes de OED (0,2% e 0,4%) proporcionaram, a formacéo de
revestimentos mais estaveis. No experimento utilizando mamdes inoculados com C.
gloeosporioides, foi possivel observar menor incidéncia e severidade da doenca nos pontos
ndo inoculados dos mamdes revestidos. Os revestimentos testados na anélise de sobrevivéncia
foram capazes de retardar o processo de maturacdo dos mamdes, sendo o tratamento
composto por: 10% de CPSL, 0,4% de OED, 1% de CC e 5% de G o mais eficiente no

controle da incidéncia de C. gloeosporioides e na extensdo da vida pos-colheita destes frutos.

Palavras-chave: revestimento biodegradavel, soro de leite, pds-colheita, maturacdo, qualidade.



ABSTRACT

Papaya (Carica papaya L.) is a climacteric fruit, has high transpiration rates and due to the
intense metabolism during ripening, senesce quickly, making it difficult to store for long
periods and consequently generating high rates of post-harvest losses, which may be
aggravated by the action of Colletotrichum gloeosporioides. In view of extending the useful
life of the papaya'Golden' this study aimed to dewvelop a coating using a combination of
protein whey concentrate (WPC), essential oil of fennel (OED), calcium chloride (CC) and
glycerol (G). Evaluations were carried out in vitro effect of different concentrations of OED
reduction in mycelial growth of C. gloesporioides as were tested in vitro fungitoxic capacity
of the OED. Using the two most efficient concentrations of OED together with different
concentrations of WPC (10, 12, 14%), DC (1%) and G (5%) were formulated nine coatings,
which have had their stability evaluated using the analysis contact angle, average particle
diameter, zeta potential and microscopy. Possession of the most promising coatings were
started three experiments in parallel. In the first, papayas artificially inoculated with C.
gloesporiodes were submitted to coatings, to assess the incidence and severity of the
pathogen. The second and third experiments, sound papayas were coated and subjected to
analysis of survival and quality respectively. In vitro tests showed a positive potential in use
of the fennel oil on mycelial growth of the fungus C. gloesporioides with minimal inhibitory
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration of 2000ppm. The set of analyzes
used to assess the stability of the formulated coatings indicated that those containing a lower
percentage of WPC (10%) and the OED higher concentrations (0.2% and 0.4%) provided the
formation of more stable coatings. In the experiment using papayas inoculated with C.
gloeosporioides, we observed a lower incidence and severity of disease in non-inoculated
points of the coated papayas Coatings tested in survival analysis were able to slow the
ripening process of papayas, and the treatment consists of: 10% of CPSL, 0.4% OED, 1% and
5% CC G was the most effective in controlling the incidence of C. gloeosporioides and the

extension of postharvest life of these fruits

Keywords: biodegradable coating, whey, post-harvest ripening, quality.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura brasileira, contemplando o cultivo de varias espécies, alcanca dia-a-
dia maior expressdo na agricultura nacional e conta com amplas possibilidades de expanséo,
pois 0 pais dispde de extensas areas agricultaveis, com condicdes de clima e de solos
favorawveis, colocando as frutas dentre os setores do agronegécio.

O mundo todo produz anualmente mais de 800 milhdes de toneladas de frutas. O
Brasil é o terceiro colocado no ranking das principais nacGes produtoras. Esta atras apenas da
China e da India, respectivamente. Dentre as frutas mais produzidas e consumidas no Brasil,
destaca-se 0 mamédo, sendo a sexta fruta mais produzida no Pais. A nivel mundial, o Brasil € 0
segundo maior produtor de mamao e situa-se entre 0s principais paises exportadores, com
destino principal para o mercado europeu, apesar da diminui¢cdo no setor nos Gltimos dois
anos ocasionada principalmente por problemas relacionados com doengas pos-colheita e alto
custo de producdo. Tal fato em conjunto com a auséncia de assisténcia técnica e extensdo
rural refletem diretamente no mercado de exportacdo desta fruta, que também é prejudicado
em detrimento da utilizacdo de tecnicas pouco eficientes em pos-colheita, prejudicando a
manutencio da qualidade dos frutos (OLIVEIRA, 2014; ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2015).

O maméo é um fruto climatérico no qual ocorre 0o amadurecimento rapidamente
apos a colheita, desencadeado pela producdo do etileno e aumento da taxa respiratoria,
caracterizado como um fruto bastante perecivel. Devido essa alta perecebilidade, o controle
da maturacdo é fundamental para o aumento na vida til e, consequentemente, reducdo da
incidéncia de patdégenos, visando o mercado interno e exportacdo de frutas. Das doengas
fangicas que atacam o mamado, a antracnose causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporioides, ¢é responsavel por perdas significativas na producdo desse fruto
(TEODOSIO, 2014).

Diante dessa realidade, a utilizacdo de métodos alternativos no controle do
processo de amadurecimento e na reducdo de incidéncias de agentes fitopatbgenos em
mamdes tem despertado interesse.

Considerando-se a conservagdo de mamdes durante poucas semanas, para
eficiéncia do controle do patdgeno em pos-colheita, estratégias devem ser estabelecidas com
base no processo de maturacdo. Alguns autores relatam a eficiéncia de revestimentos na

conservacdo das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldégicas durante o processo de
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maturacdo (DIAS et al., 2011; ROSWALKA, 2010). Estudos tém demonstrado bons
resultados na utilizacdo do soro de leite como matéria-prima para revestimento de frutos
(ALLEONI, JACOMINO; ROSA, 2006).

O soro de leite € um subproduto da indUstria de laticinios que possui excelentes
propriedades nutricionais e funcionais. A formacao de revestimentos protéicos de soro de leite
vem sendo estudado, para aplicagdo como revestimentos alternativos em diversos alimentos,
devido as vantagens tecnoldgicas que proporciona (TORRES 2005; YOSHIDA, 2002).

Na maioria dos casos, alguns aditivos sdo utilizados na formulacdo de
revestimento para ajudar na preservacdo da qualidade de produtos frescos (AYALA-
ZAVALA et al., 2008). O 0leo essencial de erva doce, bastante utilizado na industria de
cosméticos e alimentos, possui eficiéncia satisfatoria contra varios micro-organismos e na
aplicagdo promissora na elaboragcdo de revestimentos comestiveis para frutas frescas,
promovendo a manutencdo da qualidade e seguranga dos produtos frescos (OUSSALAH et
al., 2006; ESWARANANDAM, 2004; ROJAS-GRAU et al., 2006).

O cloreto de calcio, também tem sido utilizado na elaboragdo de revestimentos
para frutas, visto que proporciona uma maior resisténcia e a formagdo de géis a partir de
revestimentos a base de proteinas (FANG et al., 2002).

Para proceder a formulagdo dos revestimentos, é necessario usar pelo menos um
componente que seja capaz de formar uma matriz estrutural suficientemente coesa.
Geralmente sdo utilizados plastificantes compostos, que melhoram as propriedades fisicas ou
mecénicas, como flexibilidade, forca e resisténcia do revestimento, sendo o glicerol e o
sorbitol os mais utilizados (JUNIOR et al., 2010; VILLA-DIEGO et al., 2005).

Diante das caracteristicas particulares que compdem o soro de leite, o 6leo
essencial de erva doce, cloreto de calcio e glicerol, a juncdo destas matérias-primas representa
uma alternativa em potencial para manter a qualidade e estender a vida (til pés-colheita de
mamao.

Portanto, este estudo teve como objetivo desenvolver um revestimento para o
maméo da cv. “Golden”, usando uma combinacdo de concentrado protéico de soro de leite,
Oleo essencial de erva doce, cloreto de calcio e glicerol, que auxilie na manutencdo da
qualidade pds-colheita deste fruto e na reducdo de podriddes ocasionadas por Colletotrichum

gloeosporioides.
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2REVISAO DE LITERATURA
2.1 Pés-colheita do maméao

O mamdo € um fruto climatérico, apresenta altas taxas de transpiracdo e perda de
massa. Devido ao intenso metabolismo durante o amadurecimento, esses frutos senescem
rapidamente, dificultando o armazenamento por periodos prolongados. Desta forma, €
imprescindivel uma atencdo especial no manuseio pos-colheita desta fruta, pois sua
susceptibilidade a fatores como temperaturas extremas, baixa umidade, doencas pés-colheita e
danos mecénicos, podem comprometer sua qualidade, dificultando a comercializagdo e
aumento das perdas pos-colheita (DURIGAN, 2013).

Quando armazenados a temperatura ambiente, o mamdo tem sua vida C(til
estimada em seis dias, ocorrendo posteriormente, murchamento e possivelmente o ataque por
patdgenos. Quando refrigerado, a temperatura do armazenamento é determinada pela
sensibilidade que este fruto apresenta a baixas temperaturas, sendo susceptivel a injaria pelo
frio em temperaturas abaixo de 10°C (FIGUEIREDO NETO etal., 2013)

A pequena resisténcia do mamdo ao armazenamento pos-colheita e sua
suscetibilidade a temperaturas abaixo de 10 °C, proporcionou a redugdo do tempo de viagem
por navios no percurso entre o Brasil e a Europa, ou América do Norte, reduzindo o tempo de
viagemde 21 a23 dias para 16a 18 dias (RUGGIERO; MARIN; DURIGAN, 2011).

A dificuldade no transporte € um dos maiores problemas relacionados ao
manuseio pds-colheita de mamao, sendo um fator negativo para as exportacdes brasileiras. A
utilizacdo do transporte aéreo € muito onerosa e 0 transporte maritimo, a op¢do mais
econdmica e mais utilizada, requerendo muito tempo para alcancar o destino. Em
contraposicao, a curta vida pds-colheita do mamédo, proporciona elevadas perdas pds-colheita,
que se distribuem da colheita até chegarema mesa do consumidor. Estima-se que até 20% dos
frutos comercializados de mamdes sdo perdidos (ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2015).

Dentre as doengas pos colheita que atingem o maméo de grande importancia e
severidade é a antracnose causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (BAUTISTA-
BANOS et al., 2013). Embora a antracnose seja grave em todos os lugares, causa perdas mais
significativas nas regides tropicais e subtropicais (AGRIOS, 2004). A severidade da doenca
depende das condigbes ambientais, sendo menos severa em periodos secos e temperaturas

muito baixas. O fungo causal da antracnose penetra atraves da cuticula e forma uma infeccdo
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latente no fruto imaturo (FERREIRA, 2013).

Para 0s vegetais, a respiracdo torna-se o principal processo fisiolégico, apds a
colheita, uma vez que ndo depende mais da absorcdo de agua e minerais efetuados pelas
raizes, da conducgdo de nutrientes pelo sistema vascular, nem da atividade fotossintetizante das
folhas da planta-mae. Sendo assim, as partes dos vegetais adquirem vida independente e
utilizam suas proprias reservas metabolicas acumuladas nas fases de crescimento e maturagdo
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Diversas técnicas tém sido utilizadas de forma combinada, como a antecipacao da
época de colheita, utilizacdo de atmosferas modificadas e controladas e conservagdo em
baixas temperaturas, assegurando a chegada, aos consumidores, dos frutos em boas condi¢des
de consumo (NETO, 2006).

2.2 Revestimentos

2.2.1 Origem e definicio

O emprego de revestimentos na conservagdo de frutas e hortalicas pos-colheita,
sejam intactas ou minimamente processadas, tem sido preconizado como uma tecnologia
emergente e de grande potencial, principalmente para aplicacbes sobre frutas de origem
tropical (ASSIS; BRITO2014).

O primeiro plastico, polimero a base de celulose, foi introduzido em 1856,
posteriormente foi descoberta a Baquelite, um novo plastico que resultou da juncéo entre o
fenol e o formaldeido (KESTER; FENNEMA, 1986). A partir de entdo, seguiram Varias
descobertas e invencdes, as quais deram origem a uma enorme variedade de embalagens
produzidas a partir de polimeros sintéticos. Estes polimeros sintéticos constituem excelentes
barreiras para os compostos aromaticos e gases (MILLER; KROCHTA, 1997). No entanto,
ndo sdo biodegradaveis, proporcionando a intensificagdo da poluicdo ambiental e, por
consequéncia, originam problemas a nivel ecol6gico. Como objetivo de minimizar o impacto
ambiental causado por embalagens, a indUstria alimentar tem dado uma atencdo especial as
embalagens constituidas essencialmente por biopolimeros, entre os quais, filmes de polimeros
biodegradaveis e revestimentos comestiveis (GOMEZ-GUILLEN et al., 2009).

Filmes ou revestimentos, produzidos a partir de biopolimeros, sdo utilizados como

embalagens alternativas, dependendo de como sdo produzidos, ndo provocam danos
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ambientais. Um revestimento comestivel é definido como uma fina camada de material
comestivel aplicada a superficie de um alimento com o propésito de gerar uma barreira
semipermedvel para gases e compostos volateis. Estes revestimentos sdo formulados com o
propésito de estenderem a vida Util dos produtos frescos, diminuindo a taxa respiratoria,
senescéncia, perda de textura e cor. Podem ser citados como compostos mais comumente
utilizados para revestimentos a quitosana, amido, celulose, alginato, zeina, gluten, soro de
leite, &cidos graxos e as ceras de carnatba ou abelha (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010).

Dependendo da composicdo dos revestimentos 0 mesmo podera atuar de forma
especifica na protecdo de frutos, proporcionando uma atmosfera modificada, como
conseqUiéncia, a reducdo da respiracéo e transpiracdo dos frutos (OLIVERA et al., 2014).

A modificacdo da atmosfera em volta do produto é um dos métodos mais usados
para manter a qualidade das frutas, mostrando-se eficiente em reduzir a respiracdo e a
transpiracdo, ampliando, assim, a vida util de frutos e hortali¢as. Entre os materiais utilizados,
encontram-se os filmes plasticos, as coberturas e filmes comestiveis, e as ceras aplicadas na
superficie dos produtos. Esses materiais apresentam permeabilidade limitada a gases e
reduzindo as trocas entre o produto e 0 meio ambiente (OLIVEIRA, 2010).

A conservagdo sob atmosfera modificada consiste na modificagdo da composicao
do ar, no interior da embalagem, por uma mistura de gases como oxigénio (O2), dioxido de
carbono (CO;) e nitrogénio (N,) ao redor do produto. O aumento do periodo de
comercializacdo de produtos sob este método de conservagdo deve-se ao efeito inibitorio do
CO; e a reducdo ou remogdo do O, do interior da embalagem, reduzindo o metabolismo do
produto embalado (KADER, 2010).

Vérios trabalhos ttm demonstrado o efeito da atmosfera modificada sobre a
manutencdo da qualidade dos frutos, péssegos (OLIVEIRA; CEREDA, 2003), mamdes
(WAGHMARE; ANNAPURE, 2013) e goiabas (JACOMINO et al., 2007) e manuten¢éo da
firmeza em péssegos (NUNES et al., 2004) e mangas.

2.2.2 Composicao

Os componentes dos filmes e revestimentos estdo divididos em trés categorias:
hidrocoloides, lipidios e compdsitos. Os hidrocoldides incluem proteinas e polissacarideos
(amido, alginatos, celulose e derivados, quitosana e agar, entre outros). Os lipidios englobam

ceras, acilglicerdis e acidos graxos. Os compositos contém a combinacdo de hidrocoloides
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com lipidios, onde essa combinacdo permite utilizar vantajosamente as distintas
caracteristicas funcionais de cada classe (VILLA-DIEGO et al., 2005).

A Tabela 1 contém exemplos de matérias-primas biodegradaveis utilizadas por
alguns autores na formulacdo de revestimentos, com as respectivas caracteristicas

proporcionadas.

Tabela 1-Comparativo das caracteristicas associadas aos revestimentos.

Revestimento  Tipos Caracteristicas Referéncias
. Boa resisténcia s trocas gasosas ~ Pereira etal. (2006)
Fécula  de o L
. Boa resisttncia a  danos Castriciniet al. (2010)
mandioca

mecanicos Grau et al. (2007)

Polissacarideos ~ Alginato
J Propriedades fungicidas e Dotto et al. (2009)

Quitosana o
fungiestéaticas
Oleo de . .
) Reducdo na perda de massa, Vieira etal., (2009)
o Girassol, o
Lipidios aumento do tempo de Ribeiro et al. (2009)
Cera de
] armazenamento. Blumet al. (2008)
Carnauba
Gelatina, ) Fakouri e Grosso (2003)
] i Manutencéo sensorial e
Proteinas Proteinas do ) . o Zoccheetal. (2010)
) propriedades fisico-quimicas.
soro de leite

Fonte: Luvielmo e Antunes (2006).

A aplicacdo de revestimentos em frutas pode ser feita de duas formas: (i) por meio
de imersdo rapida do fruto em uma solucdo filmogénica (depois, o alimento € deixado em
repouso até que a agua evapore e a pelicula se forme sobre a fruta) ou (ii) por meio de
aspersao, cujo processo é semelhante, poréma solucédo é aspergida sobre o alimento (JUNIOR
etal., 2010).

Apesar de ser um produto comercial de alto custo, os filmes e revestimentos
comestiveis modificam a atmosfera interna do produto e as trocas gasosas com 0 meio
externo, gerando uma fina camada na superficie do produto, que funciona como protecdo
adicional. Com relacdo ao aspecto fisico, os recobrimentos ndo sdo toxicos e nem pegajosos,

sdo brilhantes e transparentes, melhoram o aspecto visual dos frutos e, ndo sendo t6xicos,
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podem ser ingeridos juntamente com o produto. E quando desejado, pode ser removido com
agua (HENRIQUE et al., 2008).

De acordo com o uso pretendido dos filmes biopoliméricos, varias modificacdes
das propriedades de barreira ou melhoramento da resisténcia fisica podem ser possiveis. Uma
possivel abordagem para melhorar as propriedades fisicas dos filmes biopoliméricos tem sido
a de preparar filmes compostos, através do uso combinado de polissacarideos, proteinas e
lipideos.

Para melhorar as propriedades de barreira ao vapor de agua dos filmes protéicos,
podem ser acrescentadas substincias hidrofobicas, tais como dleos e gorduras (ARTHARN,
2009). Gordura e lipidios de diferentes tipos t€m sido incorporados em filmes a base de
proteinas e carboidratos, por meio de laminacdo, dispersdo ou emulsio (BERTAN, 2003;
PRODPRAN et al,, 2005). Além disso, as propriedades mecanicas do filme a base de proteina
podem ser melhoradas através da incorporacdo de outros biopolimeros misciveis, como a
quitosana (DI PIERRO et al., 2007).

Estudos demonstram que a combinacdo de O6leos essenciais com pelicula
biodegradavel pode apresentar uma estratégia promissora, sendo confirmado por Bosquez-
Molina et al. (2010) que por meio de revestimento a base de goma de algaroba formulado com
oleos de Thymus vulgaris (tomilho) e Citrus aurantifolia (limdo mexicano) obtiveram a
inibigdo do crescimento de dois patdogenos (C. gloeosporioides e Rhizopus stolonifer) e
aumentaram a vida util do mamao.

Oliveira (2013) por meio de revestimento de amido de mandioca formulado com
Oleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum (canela), Cymbopogon citratus (capim limao),
Syzygium aromaticum (cravo-da-india), Cymbopogon martinii (palmarosa) e Thymus vulgaris
(tomilho), controlaram a maturacdo e a incidéncia da antracnose, sendo 100% o controle para
as concentragdes acima de 2 %.

Entre os varios componentes utilizados na elaboracdo de revestimentos para
frutas, tem-se obtido resultados promissores como uso de soro de leite, 6leo essencial de erva
doce, calcio e glicerol (MORITZ et al., 2009; SILVA, 2006; FANG et al., 2002).

2.2.3 Soro de leite

Na indtstria de laticinios, os métodos tradicionais para a producdo de queijos ndo

possibilitavam o aproveitamento completo do leite como matéria-prima, gerando, assim, um
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subproduto, conhecido como “soro de leite” ou “soro de queijo (COIMBRA, 2004; PAPA,
2000).

O soro de leite era considerado um residuo, descartado em cursos de agua, sem
qualquer valor comercial. Atualmente tém sido incorporados em ragdes para animais,
suplementos alimentares, alimentos energéticos para desportistas, produtos lacteos, assim
como na formulagdo de revestimentos (ROHLFES, 2014; VILLA-DIEGO, et al., 2005).

O concentrado protéico de soro de leite (CPSL) pode ter de 35% a 80% de
proteina, de 0% a 60% de lactose, diversos minerais em diferentes concentragdes e estados
idnicos e variadas concentragcdes de gordura (STEPHAN, 2006; SAMMEL et al, 2007). De
acordo com Pérez-Gago e Krochta (2002), o CPSL ¢ recomendado a ser utilizado em filmes
ou revestimentos por ser uma excelente barreira contra oxigénio, mas com alta
permeabilidade ao vapor de dgua, devido a sua natureza hidrofilica. A fragilidade dos filmes
torna a adicdo de plastificantes necessarios, por fornecerem ndo so flexibilidade para os
filmes, mas também reducao a sua permeabilidade ao vapor de dgua (SHAW et al., 2002).Na

Tabela 2, sdo comparadas as composic¢des do leite e soro.

Tabela 2. Comparacdo das composicdes do leite e do soro.

Componente Leite Soro
Caseina (%) 2,8 <0,1
Proteinas do soro (%) 0,7 0,7
Gordura (%) 37 0,1
Lactose (%) 49 49
Soélidos totais (%) 12,8 6,3
Cinzas (%) 0,7 0,5

Fonte: Smithers (2008).
Cerca de 50% dos s6lidos do leite aparecem no soro, junto com a totalidade da

lactose e cerca de 20% das proteinas do leite. A a-lactalbumina e P-lactoglobulina séo as
principais proteinas do soro, perfazendo 70% a 80% do total de proteinas. Sdo também
encontradas no soro a albumina sérica, imunoglobulinas, lactoferrinas e enzimas
(MCINTOSH et al., 1998).

De acordo com Torres (2005), as proteinas do soro apresentam caracteristicas
fisico-quimicas que resultam em importantes propriedades funcionais para aplicacdes

alimentares, tais como boa solubilidade em agua, capacidade de transportar peguenas
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moléculas lipofilicas (B-lactoglobulina) e ions (lactoferrina), acdo tensoativa que permite a
obtencdo e estabilizacdo de sistemas bifasicos (emulsdes e espuma), propriedades gelificantes,
que possibilitam a retencdo de grandes quantidades de agua e outras pequenas moléculas
dentro da matriz, conferindo estabilidade aos alimentos.

A capacidade das proteinas do soro de formar géis estaveis sob agquecimento em
temperaturas de 70° C a 90° C constitui importante propriedade funcional para elaboracao de
revestimentos ou filmes, imobilizando grades quantidades de agua e outros componentes
alimenticios por parte desses géis (LUVIELMO; AN TUNES, 2006).

Sgarbieri (2004) relatou varias atividades relacionadas as proteinas do soro de
leite, como: imunomoduladora, antimicrobiana, antiviral, anticancerigena, antidlcera e
protecéo ao sistema cardiovascular.

De acordo com as caracteristicas e propriedades citadas, 0s revestimentos
comestiveis a base de proteinas do soro de leite vém sendo estudados para a aplicagdo
alternativa de produtos sintéticos ja existentes, devido as vantagens que proporcionam, por
serem comestiveis, biodegradaveis e debaixo custo, melhorando aparéncia do produto e
conferindo propriedades de barreira a transferéncia de massa, 0 que aumenta a vida pés-
colheita e, por conseguinte, minimizando a deterioracdo de alimentos (CHOI et al.,, 2002).
Recentemente, o desenvolvimento de revestimentos comestiveis a base de soro de leite para
aplicacdo sobre os alimentos tem sido estimulado, por estender sua vida Util, contribuindo
para a reducdo da poluicio ambiental (OLIVEIRA et al, 2008; ZINOVIADOU,;
KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2009).

Proteinas do soro de leite também foram estudadas como revestimento comestivel
por Gago (2006), com aplicagdo em macds minimamente processadas, adicionados de
antioxidantes. O estudo verificou que o uso do revestimento combinado com o antioxidante
acido ascorbico reduziu o escurecimento enzimatico das frutas, quando comparado ao
controle (sem revestimento e sem antioxidante).

Oliveira et al. (2008) ao utilizarem o soro de leite como revestimento comestivel
em morangos, constataram que na concentragdo de 100%, observaram a reducédo da incidéncia
de bolores e leveduras, quando combinada com armazenamento a 10°C. Também foi
observada a reducdo da perda de peso dos frutos, preservando caracteristicas importantes e
mantendo seu aspecto visual original, resultando em maior aceitacdo pelos consumidores.
Desta forma, o soro de leite poderd constituir um subproduto promissor para utilizagdo na

industria de alimentos em diversos segmentos, merecendo estudos adicionais para esclarecer
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melhor suas propriedades.

2.2.4 Oleo essencial de erva doce

A erva-doce (Foeniculum vulgare Mill), conhecida também como anis-doce, é
uma planta originaria da costa mediterranea. A sua utilizacdo ocorre desde os tempos das
antigas Grécia e Roma, ndo sé pelas propriedades terapéuticas que lhe séo atribuidas, como,
também, pelas suas propriedades aromaticas. Na indUstria alimentar, é utilizada toda a planta.
No entanto, atualmente, o produto com maior utilizacdo é o Oleo essencial do fruto seco,
utilizado para conferir sabor a uma série de alimentos, como sopas, molhos, picles, paes e
uma vasta aplicacdo nas industrias farmacéutica, cosmética e de perfumaria (FONT-QUER,
1993; LUCINEWTON et al., 2005).

Os 0leos essenciais hd muito tempo tém servido de base para diversas aplicagdes
na medicina humana como antimicrobiano. Em testes realizados por Boskabady e Ramazani-
Assari (2001), constatou-se a ac¢do bronco-dilatadora do Oleo essencial e dos extratos
etandicos e aquosos da planta que apresentaram forte atividade antioxidante e notavel acdo
antibacteriana para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Embora o mecanismo de acao
ainda ndo esteja totalmente elucidado, a atividade antimicrobiana desses produtos tem sido
demonstrada. Eles sdo definidos como 6leos extraidos das plantas por processos de destilagéo,
sendo o principal, a hidrodestilacdo. Sdo compostos principalmente de mono e sesquiterpenos
e de fenilpropanoides, metabolitos secundarios que conferem suas caracteristicas
organolépticas. Sua funcdo nas plantas esta relacionada como mecanismo de defesa quimica
contra o reino animal (ALMEIDA et al, 2006; BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009;
WOLFFENBUTTEL, 2007).

A principal caracteristica dos Oleos essenciais é a volatilidade diferindo-se, dos
Oleos fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes de
oleaginosas. Outra caracteristica importante € o aroma agradavel e intenso da maioria dos
6leos volateis, sendo, por isso, chamados de esséncias. Sdo soliveis em solventes organicos
apolares, como éter, recebendo, por isso, a denominacao de Oleos etéreos. Em agua, os 6leos
volateis apresentam solubilidade limitada (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Em pesquisa a respeito da atividade antimicrobiana do ¢leo essencial do F.
vulgare, Tinoco et al. (2007) relataram que os mesmos obtidos a partir da erva-doce

apresentaram cor levemente amarelada e odor caracteristico, sendo o rendimento da extracdo
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de 3,4% (v/p) para o 6leo do fruto, e de 0,9% (v/p) para o Oleo da folha. Com relacdo a
composicdo percentual dos 6leos, ambos apresentaram como componentes majoritarios o
anetol (folha 47,8% e fruto 60,7%), a fenchona (folha 12,6% e fruto 22,8%) e o estragol
(folha 10,0% e fruto 3,5%). O 6leo da folha apresentou ainda uma quantidade de o-felandreno
(9,4%), ao contrario do 6leo do fruto em que este composto foi minoritario (1,0%), assim
como o mirceno (1,1%) e o a-pineno (0,9%). Como componentes minoritarios do 6leo da
folha encontraram-se o sabineno (2,2%), o 1,8-cineol (1,6%), o B-pineno (1,3%) e o mirceno
(1,2%).0 anetol é o constituinte aromatizante mais importante e ativo do 6leo essencial de
erva-doce, além de ser estimulante das funcbes digestivas (BELTRAO FILHO; COSTA;
SOUZA, 2006).

Rubertoet al. (2000) estudaram a atividade antimicrobiana e antioxidante em
Oleos essenciais obtidos a partir de Crithmummaritimum L. e de F. vulgare. Ambos
demonstraram capacidade antioxidante comparavel, em alguns casos, como Butil Hidroxi
Tolueno(BHT), utilizados como antioxidantes de referéncia. Quanto aos testes
antimicrobianos, os 6leos essenciais foram testados contra 25 géneros de bactérias, incluindo
animais e patogenos de plantas, intoxicacdo alimentar e bactérias de deterioracdo. Como
resultado, o Oleo da amostra de F. vulgare apresentou maior grau de eficiéncia bacteriana do
que o de C. maritimum.

Guynotet al. (2005) estudaram o efeito antifingico de 20 6leos essenciais (limédo
siciliano, capim limdo, erva-doce, tangerina, pomelo, canela, laranja, limao, eucalipto, horteld,
alecrim, tomilho, manjericéo, funcho, pinho silvestre, menta, gengibre, louro, cravo e sélvia)
no crescimento dos fungos,Eurotium spp., Aspergillus spp, conhecidos como responsaveis
pela deteriorizacdo de produtos de panificagdo. A atividade antifingica foi avaliada em dois
distintos valores de pH (5,0 e 7,5) e de atividade de agua(0,80-0,90). dos meios de cultura
Como conclusdo do estudo, quanto maior a atividade de dgua do meio, maior a inibicao
promovida pelos 6leos essenciais, porém, em alguns casos, para atividades de agua de 0,80, a
adicdo dos Oleos essenciais favoreceu o crescimento dos fungos. De acordo com o pH, um
aumento da concentracdo do Oleo essencial pode aumentar o efeito antifingico ou ndo
promover alteracdes significativas.

Sob o ponto de vista de Zinoviadou et al. (2009), apesar da maioria dos dleos
essenciais serem classificados como seguros, 0 seu uso como conservante alimentar, apesar de
sua eficaz atividade microbiana, é muitas vezes limitado devido a consideragdes de aroma,

pois doses eficazes podem exceder niveis organolépticos aceitaveis. No entanto, a
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incorporacdo dos mesmos em revestimentos comestiveis parece bastante atraente, uma vez
que, devido a diminuicdo da taxa difusdo, pequenos montantes de compostos ativos serdo
necessarios para realizar o desejado efeito antimicrobiano.

Na maioria dos casos, alguns aditivos sdo adicionados na formulagdo de
revestimento para ajudar na preservacdo da qualidade de produtos frescos (AYALA-
ZAVALA et al, 2008) e, em particular, a funcionalidade desses revestimentos pode ser
expandidaao incorporar compostos antimicrobianos. Mais especificamente, a eficAcia de
diferentes substancias antimicrobianas como a lisozima, nisina, acidos organicos, 6leos
essenciais (e seus derivados), demonstrou ser satisfatdria contra varios microrganismos na
manutencdo da qualidade e seguranca dos produtos frescos(OUSSALAH et al, 2006;
ESWARANANDAM, 2004; ROJAS-GRAU et al., 2006).

2.2.5 Célcio

As proteinas do soro de leite reagem rapidamente com diversos cations polivalentes
para formar géis, que serdo utilizados na formacao de recobrimentos e filmes.Estudos sobre o
comportamento das proteinas do soro de leite a-lactalbumina (LA-a) e B-lactoglobulina (B-
LG) em solugcdo tém mostrado que a LA-ondo forma gel por si s6, porém sua presenca pode
aumentar a geleficacdo de B-LG. Este efeito sinérgico esta relacionado com a reticulacdo das
proteinas necessarias para formar um revestimento coeso (FANG et al., 2002).

Rhim (2004) classifica o cloreto de célcio como o agente gelificante mais efetivo,
tendo a funcdo de estabelecer a associa¢do cooperativa dos segmentos poliméricos, formando
estruturas agregadas. O efeito dos ions de célcio é estabelecer ligacdo entre as cadeias de
proteinas através de interacdes ibnicas, apos terem ocorrido as ligacbes de hidrogénio entre as
mesmas. Essa estrutura reticulada tridimensional formada tem uma grande capacidade de reter
agua, formando assim um gel muito estavel.

Mulvihill e Kinsella (1988) relataram que ao adicionar célcio na concentracdo de
10mM numa solugdo composta de CPSL, obtiveram géis com maior resisténcia a compresséo
maxima testada, enquanto que as concentracbes mais elevadas de célcio proporcionam uma
eficiéncia na coagulacdo, em vez de gelificacdo. Kuhn e Foegeding (1991) descobriram que
0s géis obtidos de isolados protéicos, contendo 20 mM de cloreto de calcio resultaram em

tensdo maxima de cisalhamento.
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De acordo com Fan et al. (2002) que estudaram o efeito da adi¢cdo de calcio em
solugdes filmogénicas compostas de isolados protéicos de soro de leite na elaboracdo de
revestimentos, a presenca do calcio melhorou as propriedades de tracdo, porém teve pouca

influéncia nas propriedades de barreira ao vapor de 4gua dos revestimentos.

2.2.6 Glicerol

A elaboragdo de revestimentos a base de proteinas, geralmente necessita da
incorporacdo de um plastificante, definido como uma molécula ndo-volatiladicionado ao
material polimérico para alterar a sua estrutura tridimensional, diminuindo as forgas
intermoleculares ao longo das cadeias protéicas. Isto resulta no aumento da barreira de vapor
de &gua,extensibilidade e flexibilidade dos revestimentos (YOSHIDA; ANTUNES, 2004;
COUPLAND et al., 2000).

O glicerol ¢ o plastificante mais utilizado na elaboracdo de revestimentos. Possui
caracteristica polar, ndo volatil, elevado ponto de ebulicdo, soldvel em &gua e miscivel em
proteinas. Estas propriedades tornam o glicerol um plastificante adequado para utilizacdo de
revestimento & base de proteinas (GOUNGA; XU; WAN G,2007).

Shimazu, Mali e Grossmann (2007) avaliaram o efeito do glicerol como
plastificante em filmes biodegradaveis de amido e observaram maior flexibilidade dos filmes.
J4, Silva et al. (2009) avaliaram o efeito da concentracdo do glicerol em filmes de pectina e
alginato reticulados com ions de calcio e concluiram que o aumento da concentracdo de
glicerol diminui a resisténcia a tracdo dos filmes e aumento da solubilidade em agua,
umidade e alongamento desses filmes.

Midller, Yamashita e Laurindo (2008), avaliaram os efeitos da concentracdo de
glicerol, sorbitol e da umidade relativa do ar sobre o coeficiente de permeabilidade ao vapor
de 4gua, difusdo de agua e coeficiente de solubilidade em dgua em revestimentos de amido de
mandioca. Estes autores observaram uma alta influéncia da concentracdo de plastificante
sobre as propriedades de barreira dos filmes, pois 0s grupamentos hidroxila presentes nos
plastificantes, tornaram os filmes mais higroscopicos, aumentando assim seus coeficientes de
solubilidade.

Dias et al. (2010) observaram que o aumento do teor de glicerol aumentou a
permeabilidade ao vapor de dgua de revestimentos a base de amido de arroz e associou esse

comportamento ao alto coeficiente de solubilidade desses revestimentos, promovido pelo
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glicerol. Quando a concentracdo de glicerol foi aumentada de 20% para 30%, o coeficiente de
solubilidade teve umaumento de 40%.

Chiumarelli e Hubinger (2012) produziram revestimentos comestiveis formulados
comamido de mandioca, glicerol, cera de carnauba e acido estedrico, observando que maiores
valores de alongamento foram atribuidos aos filmes com maior concentracdo de fécula e

glicerol.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Matéria-prima

Mambes (Carica papaya L.) da cv. "Golden” em estadio de maturagdo 1 e 2,
foram fornecidos pela Fazenda Caliman Agricola, na Cidade de Touros-RN, selecionados de
acordo com os padrdes de exportacdo, livre de qualquer indicio de lesdo mecanica, inseto ou
infeccdo patogénica.

Para elaboragdo dos revestimentos, foram utilizados concentrado protéico de soro
de leite (CPLS), Oleo essencial de erva doce (OED), cloreto de célcio (CC) e glicerol (G). A
amostra CPSL (85% de proteinas, 5% de lactose, 7% de gorduras) foi adquirida da empresa
Hilmar Ingredients. O Gleo de erva doce foi extraido pelo processo de hidrodestilacdo e o
cloreto de célcio e glicerol foram adquiridos em comércio local na cidade de Fortaleza-Ce.

3.2 Extracdo do 6leo essencial de erva doce

O processo de extracdo do OED foi realizado no Laboratério Multiusuério de
Quimica de Produtos Naturais da Embrapa AgroindUstria Tropical em Fortaleza, utilizando o
processo de hidrodestilacdo, em sistema de Clevenger, onde 4579 de frutos de erva doce
foram colocadas com &gua destilada em baldo volumétrico de 5L, aquecido até 97 °C durante
quatro horas. Nesse método a amostra € imersa na agua, ocorrendo o contato direto, o vapor
d’agua arrasta o 6leo passando por um condensador e como o 61eo € menos denso que a dgua,
se separa em uma escala volumétrica existente no aparelho. O 6leo essencial separado por
centrifugagdo foi submetido a secagem com Sulfato de so6dio(Na;SOg), transferido para
frascos de vidro ambar com tampa rosqueada e armazenado sob refrigeracdo até o momento

das anélises e elaboracéo dos revestimentos (CASTRO, 2004).

3.3 Identificacdo e quantificacédo dos constituintes quimicos do 6leo essencial de erva

doce

A analise cromatografica do 6leo essencial de erva doce foi realizada no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Embrapa Agroindistria Tropical em
Fortaleza,CEempregando a técnica de cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de

massas (GC-MS). A analise por GC-MS foi realizada em um instrumento Varian (Agilent)
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modelo CG-450 /MS-240, com impacto de elétrons a 70 eV, coluna VF-5MS
metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum, Varian), modo de injecdo com diviséo de
fluxo 1:30, gas carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min' (8,7 psi) e velocidade linear
constante de 36,7 cm.s™, temperatura do injetor 250°C, temperatura da linha de transferéncia
250°C. Programacao do forno cromatografico: temperatura inicial de 70°C com rampa de
aquecimento de 4°C.min! até 180°C por 27,5 min, seguida por rampa de aquecimento de
10°C.min! até 250°C, ao término da corrida (34,5min). A identificacio dos compostos foi
realizada pela analise dos padrdes de fragmentacdo exibidos nos espectros de massas com
aqueles presentes na base de dados fornecidos pelo equipamento (NIST - 287.324
compostos), bem como atraves da comparacdo dos seus indices de retengdo com os de
compostos conhecidos, obtidos por injecdo de uma mistura de padrdes contendo uma série
homéloga de alcanos C7-Csg, e de dados da literatura (ADAMS, 2007).

3.4 Ensaios in vitro para definicdo das concentracfes de 6leo essencial de erva doce a

seremincorporadas no revestimento

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Patologia Po6s-Colheita da
Embrapa de Agroindustria Tropical em Fortaleza, CE. O fungo C. gloesporiodes foi isolado
diretamente de frutos de mamdo com sintomas da doenca e sinais do patégeno, sendo
cultivado em meio batata-dextrose-agar (BDA) por 8 dias a 25 °C. Para verificar o efeito dos
6leos essenciais sobre o crescimento micelial do fitopatogeno, foram misturados em meio
BDA diferentes aliquotas de 0Oleo essencial de erva doce (1.000, 2.000, 4.000, 6.000, 8.000,
10.000, 15.000, 20.000 ppm), juntamente com 2% de DMSO (Dimetilsulf6xido) numa
propor¢do de 1:1. Posteriormente foram vertidos 20 mL desse meio em cada placas de Petri.
Para o tratamento controle negativo (-) foi utilizado tiabendazol (fungicida) e controle
positivo (+) com auséncia de 6leo essencial de erva doce.Um disco de 7 mm de diametro com
BDA contendo micélio de C. gloesporioides, com cerca de 8 dias de idade, for depositado no
centro de cada placa de Petri, e posteriormente, vedada com filme plastico e incubadas em
BOD (LIMATEC) LT 320 TFP sob 25 °C e 12h de fotoperiodo. As avaliagcbes foram
realizadas durante seis dias por medicdes diarias do diametro das col6nias (média de duas
medidas diametralmente opostas), onde foram realizadas as medi¢des do crescimento micelial
(CM) e o indice de crescimento micelial (ICM) ou taxa de crescimento micelial (TCM), no

qual foi calculado pela férmula modificada de Nakagava Maguire, adaptada por Salgado et al.
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(2003):
_c1 2
ICM = +— + = (Eq. 1)

Onde: C1, C2,Cn correspondem ao crescimento micelial das colénias na primeira,
segunda e ultima avaliagdo. N1, N2, Nn estdo relacionados ao numero de dias.

Para realizagdo do potencial fungitoxico, foram selecionadas trés placas de Petri
de cada concentracdo de Oleo essencial de erva doce testada, onde discos de 7mm de
diametro, contendo micélio de C. gloesporiodes, foram depositados no centro de cada placa
com meio BDA sem a presenca de 0Oleo essencial de erva doce. Realizou-se 0 mesmo
procedimento com as testemunhas. As placas foram vedadas com filme plastico e incubadas
em BOD (LIMATEC) LT 320 TFP sob 25° C e 12h de fotoperiodo por 7 dias (SALGADO et
al., 2003). As avaliacOes do experimento tiveram inicio 24h apés sua instalagéo, realizando-se
medicGes em dias alternados (média de duas medidas diametralmente opostas). A instalacdo
do experimento perdurou at¢ o momento em que as colbnias fungicas cobriram 2/3 da
superficie do meio de cultura. Este bioensaio in vitro foi repetido 3 vezes para garantia dos
resultados obtidos.

3.5 Analises dos revestimentos

As analises dos revestimentos foram realizadas no Laboratdrio de Tecnologia da
Biomassa na Embrapa Agroindustria Tropical em Fortaleza, CE.

As concentragdes a serem utilizadas do CPLS (10 %, 12 % e 14 %) basearam-se
em testes preliminares e no estudo realizado por Perez-Gago e Krochta (2002) sendo fixados
o0s percentuais de cloreto de célcio (1%) e glicerol (5 %) a serem utilizadas na elaboragdo dos
revestimentos. De acordo com analises efetuadas no item 3.4, para determinacdo das
concentrages minimas de Gleo essencial de erva doce efetivas no controle de C.
gloesporiodes, foram selecionadas duas concentra¢fes mais promissoras.

Portanto, para verificagdo das potencialidades das combinacbes entre CPLS,
OED, CC e G como revestimentos para mamao, foram selecionados 9 formulagdes (Tabela
3), submetidas a andlises de: angulo de contato, diametro médio das particulas, potencial zeta

e microestrutura do revestimento
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Tabela 3. Formulagbes utilizadas para elaboracdo e estudo das caracteristicas fisicas dos

revestimentos a base de CPSL, OED, CC e G.

Tratamentos CPSL (%) OED (%) CC (%) G(%)
T1 10 02 1 5
T2 10 04 1 5
T3 12 02 1 5
T4 12 04 1 5
T5 14 0,2 1 5
T6 14 04 1 5
T7 10 - 1 5
T8 12 - 1 5
T9 14 - 1 5

Fonte: Autora."

3.5.1 Preparacao dos revestimentos

As solucBes para o revestimento dos frutos & base CPLS, OED, CC e

Gfoipreparado de acordo com Perez-Gago e Krochta (2002). O CPLS, juntamente com o CC,

foidissolvido em &gua destilada e, depois de completada a dissolucdo, foi aquecido em banho

maria (80 °C/20min). Em seguida, as solucdes foram resfriadas, utilizando banho de gelo e,

apoés o completo resfriamento, foram adicionadas de glicerol e dleo de erva doce.

Posteriormente, as formulagdes foram homogeneizadas em agitador mecénico (Turrax) por

5min a 8.000 rpm. Na sequéncia, ocorreu o ajuste com Hidroxido de sédio (NaOH) (1 mol L

1y até pH 7,0 com o objetivo de reduzir a permeabilidade ao vapor d'agua do revestimento

(Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma de elaboracdo dos revestimentos a base de concentrado proteico de soro
de leite (CPSL), dleo essencial de erva doce (OED), cloreto de calcio (CC) e glicerol(G).

CPSL +CLORETO DE CALCIO

+ AGUA DESTILADA

4L

HOMOGENEIZACAO
@ Aguecimento em Banho Maria (80°C/20min)

B ——

SOLUCAO

@ Resfriamento/Banho de gelo

ADICAO DE GLICEROL

+
OLEO ESSENCIAL DE ERVA DOCE

Homogeneizagao
(5min/8.000rpm)

AJUSTE PARA pH 7,0
(NaOH 0,1mol.LY)

Fonte: Autora.

3.5.2 Angulo de contato

Para determinagdo do angulo de contato foi utilizada uma porgdo retangular
retirada da casca do mamdo fixada de forma adequada a uma placa de vidro. A determinacao
do angulo de contato das solugdes foi efetuada através do método da gota séssil
(revestimentos), disponivel no medidor de angulo de contato OCA 20 (Dataphysics,
Alemanha). As medices foram feitas o mais rapidamente possivel, de modo a evitar
alteracbes na superficie testada (provocadas pela desidratacdo do tecido), sendo este
procedimento repetido dez vezes para cada formulacéo testada. Este aparelho conta com um
sistema de aquisicdo de imagens atraves de uma camera de video, uma seringa controlada
através do computador e uma base para colocacdo da amostra. O sistema de aquisicdo de
imagens foi conectado a um computador e, através de um software, as imagens do momento
em que a gota do liquido toca a superficie sdo processadas para obtencdo do angulo de

contato.
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Os resultados foram analisados estatisticamente pelo método ANOVA,
comparando-se as médias do angulo de contato pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade, através do software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2013).

3.5.3 Diametro médio das particulas e Potencial Zeta

A determinacdo do didmetro médio de particulas das amostras foi realizada
utilizando o equipamento ZetaPlus (Brook haven Instruments Company, EUA), por
espectroscopia de correlagdo de fotons (GOMES, 2011). O potencial zeta das amostras foi
obtido, através de medidas de mobilidade eletroforética a 25 °C, sendo as medidas realizadas
24 horas ap0s preparo dos revestimentos (GUNISTER et al., 2007).

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo método ANOVA,
comparando-se as médias dos resultados pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade,
através do software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2013).

3.5.4 Analise da microestrutura do revestimento

Para realizacdo da analise da microestrutura do revestimento, os mamdes foram
Imersos por 2 min nos revestimentos elaborados de acordo com os procedimentos descritos na
Figura 1. Posteriormente os frutos foram secos (2 min) e, em seguida retiradas porgoes
retangulares (1 a 5 mm®) da casca. A microestrutura dos revestimentos foi observada por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Por se tratar de uma amostra bioldgica, se fez
necessario um tratamento preliminar, que consta das seguintes etapas: fixacdo primaria com
solucdo fixadora de Karnovsky, lavagem das amostras com Tampéo Fosfato 0,1M, fixacao
secundaria com solugio fixadora de Tetroxido de Osmio 1%, desidratacdo com diluicBes
sucessivas de etanol e, secagem. Em seguida, as amostras secas foram cobertas com uma fina
camada de platina em aparelho de metalizacdo, da marca Emitech, modelo K550, e na
sequéncia, encaminhadas ao microscépio eletronico de varredura Zeiss DSM940A, o qual foi
ajustado para uma voltagem de aceleracdo de 15 KV. As imagens foram capturadas com
representatividade da area total da amostra depositada no stub, com aumento de imagens de
100 a 1.000 vezes (BOZZOLA; RUSSELL, 1999).
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3.6 Revestimentos selecionados

Diante das analises realizadas no item 3.5, foram selecionados 0s revestimentos
mais promissores a serem utilizados no estudo de extensdo da vida pds-colheita de maméo e

na reducdo de podriddes ocasionados por C. gloeosporioides.

3.6.1 Avaliacao in vivo da acéo dos revestimentos a base de CPSL, OED, CC e G aplicados

em mamdes inoculados com C. gloesporiodes

Obtencéo e preparo dos frutos do mamoeiro para inoculagio

Foram utilizados vinte mamdes (Carica papaya L.) da cv. “Golden” em estadio de
maturacdo 1 (verde com listras amarelas), para cada tratamento testado. Os frutos foram
selecionados de acordo com os padrdes de exportacdo, livre de qualquer indicio de leséo
mecénica, inseto ou infeccdo patogénica. Em seguida, esses foram selecionados e
posteriormente imersos por 5 minutos em agua clorada (200 ppm) para diminuicdo da
contaminacdo inicial, lavados em agua corrente e secos com papel toalha.

Para realizacdo da inoculacdo, os mamdes foram imersos (2 min) nos
revestimentos elaborados de acordo com os procedimentos descritos na Figura 1.

Posteriormente os frutos foram secos (2 min).

Preparo do Inoculo e Inoculacdo dos frutos

O fungo C. gloesporiodes foi isolado diretamente de frutos de mamédo com
sintomas da doenca. Por meio de isolamento indireto, pequenos pedacos de tecidos do
epicarpo e mesocarpo foram retirados de areas em transicdo entre o sintoma e a regido
aparentemente sadia dos frutos lesionados com auxilio de bisturi. Logo apds, foram
desinfetados em alcool a 70 %, hipoclorito de sodio a 2 % e lavados em agua destilada
esterilizada por trés vezes, seguindo a sequéncia por um minuto cada etapa. Em seguida, foi
realizada a secagem dos referidos fragmentos em papel de filtro esterilizado, e logo depois,
transferiu-os para placas de Petri de novecm de diametro, contendo como substrato o meio
BDA. As placas foram mantidas em camara de crescimento a 25 °C por oito dias, até o

surgimento de estruturas reprodutivas do fungo.
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Apos esse periodo, foram adicionados 25 mL de agua destilada na placa contendo
a cultura e com auxilio de uma alca de Drigalski de vidro, foi espalhada a agua por toda a
coldnia com o objetivo de desprender as estruturas do fungo. Na sequéncia a suspensdo foi
filtrada em gaze (dobrada em quatro vezes) para obter somente conidios e fragmento de hifas.

A leitura da suspensdo foi feita por meio de cAmara de Neubauer e a concentracdo
foi ajustada para 1x10%/ml de C. gloeosporioides, adicionando-se trés gotas de Tween 20,
como espalhante adesivo.

Os vinte mamdes revestidos pelos tratamentos selecionados, foram submetidos a
inoculacdo da suspensdo de esporos de C. gloeosporioides. A inoculacdo ocorreu em cada
fruto através de dois ferimentos, no formato de cinco furos, promovidos na superficie dos
mesmos com auxilio de agulha metalica (Lmm). A profundidade dos ferimentos foi de
aproximadamente 4mm e sobre estes foram depositados 100 ppm do inoculo. Na sequéncia,
os frutos foram codificados, acondicionados em caixas plasticas e armazenados em camara

fria a temperatura de 12 °C.

Avaliacdo da incidéncia e severidade da doenca

A avaliacdoda incidéncia de patogenos foi realizada visualmente pela presenca ou
auséncia de C. gloesporiodes em mamdes revestidos. A avaliacdo da severidade da doenca foi
realizada através de medigdes diarias do diametro das coldnias (média de duas medidas
diametralmente opostas) nos mambes revestidos.

Os resultados da incidéncia do patdgeno foram avaliados por porcentagem da
severidade da doenca analisados estatisticamente pelo método ANOVA, comparando-se as
médias dos resultados pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade, através do software
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2013).

3.6.2 Andlise de sobrevivéncia de mamoes submetidos aos revestimentos a base de CPSL e

0leo essencial de erva doce

Foram utilizados vinte mamdes (Carica papaya L.) da cv. “Golden” em estadio de
maturacdo 2 (fruta com até 25% da superficie da casca amarela), para cada tratamento
selecionando. Os frutos selecionados foram higienizados e em seguida, imersos e secos
(2min) de acordo com a Figura 1. Posteriormente, os frutos foram codificados,

acondicionados em caixas plasticas e armazenados em camara fria em temperatura de 12 °C.
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Apo0s 24h de armazenamento, os frutos foram avaliados visualmente e diariamente
foi observada a incidéncia de patdgenos (presenca ou auséncia de C. gloesporiodes) e a
mudanca de coloracdo da casca dos frutos, representando a mudanca de estddio de maturacéo

(2° estadio ao 5° estadio), de acordo com as descric@es da Tabela 4.

Tabela 4. Classificacdo do estadio de maturacdo para frutos de mamdo destinados a

exportacao.
Estéadios Descricdo
de
maturacdo
1 Fruto amadurecendo, mudando de cor, primeiros sinais amarelos que ndo deverao cobrir
mais de 15% da casca
2 %, madura. Fruta com até 25% da superficie da casca amarela, rodeada de verde-claro.
3 % madura. Fruta com até 50% da superficie da casca amarela, com areas préximas em
verde claro
4 % madura. Fruta com 50 — 75% da superficie amarela com &reas proximas em verde-
claro.
5 Madura. Fruta com 76-100% da superficie da casca amarela. Somente a extremidade do

pedlnculo é verde, a partir da area de constricao

Fonte: APHIS/USDA (1998.)

Os frutos no estadio 1 e 2 de maturacdo sdo os mais utilizados para exportacdo, e
no estadio 5, sdo considerados aptos para 0 consumo.

Os dados das avaliacdes foram submetidos a analise de sobrevivéncia com

aplicacdo do teste LogRank, utilizando-se o software Sigma-plot, versdo 11.

3.6.3 Avaliac0es da qualidade po6s-colheita

Foram selecionados dez mam@es (Carica papaya L.) da cv. “Golden”, no estadio
de maturacdo 2, para cada tratamento selecionando. Os frutos foram higienizados e
submetidos aos revestimentos de acordo com a Figura 1. Em seguida foram codificados e
acondicionados em caixas plasticas e armazenados em camara fria em temperatura de 12°C.

Depois de transcorridas 42h ap6s a colheita dos frutos, foram realizadas

avaliacdes da qualidade pos-colheita dos frutos ainda no 2° e 5° estadio de maturacéo.
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3.6.3.1Firmeza
Para esta andlise foi utilizado o texturdmetro TA.XT2 (Stable Micro Systems,
Reino Unido), no qual foram realizadas trés medidas na polpa de cada fruto, onde cada fruto

correspondeu a uma repeticao.

3.6.3.2pH
O pH foi determinado por potenciometria, medindo-se diretamente em um

pHmMétro de acordo comas normas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

3.6.3.3S0lidos soluveis totais (SST)
Os teores de sélidos soltveis foram determinados por refratometria, utilizando-se
refratbmetro portatil,de acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados

foram expressos em °Brix.

3.6.3.4Acidez total titulavel (ATT)
A acidez total titulavel foi determinada por titulacdo volumétrica com solucdo de
NaOH 0,1N, conforme normas do Instituto Adolfo Lutz (2008).0s resultados foram expressos

em percentagem de &cido citrico.

3.6.3.5AcUcares soluveis totais (AST)

Foi determinado segundo metodologia descrita por Yemm e Willis (1954).
Utilizou-se 0,5 g de polpa, diluida em baldo volumétrico de 250 mL sendo utilizada uma
aliquota de 0,1 mL do filtrado para o processo analitico. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 620nm, e os resultados expressos em

porcentagem.

3.6.3.6 Acido ascorbico

O conteudo de acido ascorbico foi determinado por titulometria, com solucéo de
DFI (2,6 diclorofenolindofenol 0,02%), utilizando-se 0,59 de polpa diluida em 25 mL de
acido oxalico 0,5%, até obter coloracdo rdsea claro, de acordo com a metodologia descrita
pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), sendo expresso em mg de acido ascorbico/100 g de massa

fresca.
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3.6.3.7Perda de massa

Os mamdes armazenados por refrigeragdo, foram pesados inicialmente (m), e
uma vez por semana (my), sendo a determinagdo da perda de massa (AH) calculada de acordo
coma Equagdo 2:

AH = =2 100% (%) (Eq2)

3.6.3.8Cor instrumental

Foi determinada utilizando-se reflectometroMinolta, com o qual se se realizou
leituras em dois pontos equidistantes da casca do mamao. A cor instrumental foi expressa em
luminosidade L*, a* e b*de acordo com o espaco de cor CIE/Lab. A coordenada L*
corresponde a luminosidade, e a* e b* referem-se as coordenadas de cor verde (-) / vermelho

(+) e azul (-) / amarelo (+), respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Extracao do 6leo essencial de erva doce

O rendimento do Oleo extraido da semente de erva doce foi de 4,7 % (Vv/p),
expresso em volume de déleo por peso de sementes frescas. Este valor aproximou-se dos
percentuais relatados por Silva (2010), o qual obteve rendimento entre 2,5 e 5 %, ou seja, a
cada 100 kg de sementes secas, foram obtidos cerca de dois a cinco kg de éleo essencial puro
de erva doce, por meio do processo de destilacéo.

Tinoco et al. (2007) relataram que os Gleos essenciais obtidos a partir da erva-
doce apresentaram cor levemente amarelada e odor caracteristico, sendo o rendimento da

extracdo de 3,4% (v/p) para o 6leo da semente,inferior ao encontrado neste trabalho.

4.2 ldentificacdo e quantificacdo dos constituintes quimicos do dleo essencial de erva
doce
A quantificacdo dos constituintes quimicos, concentragdo (%) e indice de Kovats

do dleo essencial de erva doce (F. vulgare) foram expressos na Tabela 5.

Tabela 5. Constituintes quimicos principais, concentracdo (%) e indice de Kovats do 0Oleo
essencial de erva doce.

Concentracdo (%) indice de Kovats

Compostos quimicos F. wulgare IKtab® IKcalc™
a-pineno 1,348 904 939
a-fencheno 0,100 922 952
Sabineno 0,255 940 975
[3-mirceno 043 950 990
a-felandreno 0,175 974 1002
Orto-Cimeno 0,211 993 1024
Limoneno 3,085 998 1029
B-felandreno 0,018 1001 1029
Eucaliptol 0,507 1003 1031
y-terpineno 1,071 1031 1059
Fenchona 3,059 1069 1086
Metil chavicol 21,855 1186 1196
Trans-anetol 67,603 1282 1284
Total 99,98 — —

Fonte: Autora.” IKtab= Indice de kovats tabelado ~ IKcalc= Indice de kovats calculado.
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O oleo essencial de erva doce quantificado neste trabalho apresentou treze
constituintes, com destaque para o trans-anetol (67,60 %) como composto majoritario, seguido
de metil chavicol (21,86 %). Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Beltréo,
Costa e Souza (2006), que apresentaram como componentes majoritarios o trans anetol (60,7
%), seguido do fenchona (22,8 %).Segundo Burt (2004), essas variacdes podem ser atribuidas
a diferencas de época de colheita, tipo de solo, clima da regido e umidade relativa do ar no dia
da coleta.

De acordo com Galindo et al. (2010), ndo é possivel afirmar que o componente
majoritario é o responsavel pela atividade bioldgica em estudo, assim, o efeito pode ser
atribuido a um constituinte em menor propor¢do ou de sinergismo entre 0S compostos

existentes no 6leo.

4.3 Ensaios in vitro para definicdo das concentracGes de 6leo essencial de erva doce a

seremincorporadas no revestimento

De acordo com as imagens Figuras 2 e 3e da Tabela 6, podemos concluir que a
concentracdo de Oleo essencial de erva doce para o crescimento minimo inibitério (MIC) e
concentracdo minima com potencial fungitdxico foi de 2000ppm.

Figura 2. Efeito das concentracdes de OED no crescimento micelial de C. gloesporiodes, apos
6 dias de incubacéo.

Fonte: Autora. A=Controle (-),B= Controle (+), C= 1000ppm OED e D= 2000ppmde OED.
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Figura 3. Concentracdo de OED com potencial fungitoxico para C. gloesporiodes, apds 6 dias de
incubacao.

Fonte: Autora. A=Controle (-), B=1000ppm OED e C= 2000ppm de OED.

Silva et al. (2009), em estudo semelhante com a utilizacdo do Oleo essencial de
erva doce no controle in vitro do crescimento micelial de C. gloesporiodes, obtiveram uma
concentracdo (2000 ppm) semelhante para inibicdo do patbgeno comparada a obtida neste
trabalho.

Tabela 6. Indice de Crescimento Micelial (ICM) e do Crescimento Micelial (CM) do C.
gloesporiodes apés seis dias, submetidos aos diferentes tratamentos com 0Oleo essencial de
erva doce.

Concentracdes do OED (ppm) ICM CM (mm)
Controle (+) 26,10° 52,92°
Controle (-) 0,00° 0,00°

1000 499° 14,94°
2000 0,00° 0,00°
4000 0,00° 0,00°
6000 0,00° 0,00°
8000 0,00° 0,00°
10000 0,00° 0,00°
15000 0,00° 0,00°
20000 0,00° 0,00°
Media 474 9,92
DMS% 3,20 9,70
CV(%) 31.27 45,35

" Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o
teste de Tukey.
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4.4 Analises dos revestimentos

4.4.1 Angulo de contato

Os angulos de contato obtido para os revestimentos elaboradas em contato com a

superficie do mamdo estdo expostos na Tabela 7.

Tabela 7. Angulo de contato dos revestimentos elaborados, a base de CPSL (%), OED (%),
CC e G, aplicados a superficie da casca do mamao.

Tratamentos CPSL (%) OED (%) Angulo de Contato (°)
T1 10 0,2 46,95°
T2 100 0,4 44,81°
T3 12 0,2 47,51
T4 12 0,4 47,09
T5 14 0,2 47,06°
T6 14 0,4 45,70°
T7 10 - 53,95
T8 12 - 55,64
T9 14 - 56,16

Media 49,43
DMS 6,50
CV(%) 9,19

Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o teste de
Tukey.

De acordo com a Tabela 7, foi possivel observar diferenca estatistica entre 0s
tratamentos com a presenca e auséncia do éleo essencial de erva doce, apresentando maiores
valores de angulo de contato para os tratamentos sem a presenca do éleo essencial. Segundo
Vermeersch (2014), para uma superficie ser eficientemente molhada, o &ngulo de contato
formado entre o liquido e a superficie s6lida deve apresentar valor proximo a zero, de modo
que o liquido se espalhe facilmente sobre o sélido, ou possa ocorrer um espalhamento parcial
favorecendo a formacdo do &ngulo no intervalo entre zero e noventa graus (0° < 0 < 90°). Do
mesmo modo, para uma superficie ndo ser molhada, o angulo de contato formado devera ser
maior que 90°, proporcionando a contracdo do liquido e, consequentemente, seu afastamento
da superficie.

Portanto, os tratamentos com maior adicdo de 6leo essencial de erva doce (0,4 %)
proporcionam um revestimento com maior eficiéncia na aderéncia na superficie da casca do

mamao.
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4.4.2 Diametro medio das particulas e Potencial Zeta

De acordo com a determinacdo do didmetro médio das particulas dos
revestimentos (Figura 4),ha uma predominancia de nanoparticulas, segundo Schaffazick et al.
(2003) e Anton (2008), particulas coloidais sélidas de ordem nanométrica, com diametros
variando entre 1 e 1000 nm, sdo consideradas nanoparticulas.

A andlise do perfil de distribuicdo do tamanho de particulas dos revestimentos
demonstra uma distribuicdo monomodal para os tratamentos T1, T2, T3,T4, T5, T6 e T7,
sugerindo uma distribuicdo uniforme das particulas, caracterizando estabilidade dos
revestimentos. Contudo, os tratamentos T8 e T9 apresentam uma distribuicdo bimodal,
caracterizando instabilidade destas emulsdes, provavelmente ocasionadas pela auséncia da
adicdo de Oleo essencial de erva doce e maior concentragdo de CPSL.

Portanto, a presenca do Oleo essencial de erva doce nas solucGes filmogénicas,
juntamente com a adi¢do de menor concentracdo de CPSL, proporciona revestimentos mais
estaveis.

O potencial zeta permite avaliar a estabilidade das dispersfes coloidais. Em
modulo, um valor de potencial zeta relativamente alto € importante para uma boa estabilidade
fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois grandes forcas repulsivas tendem a evitar a
agregacdo em funcdo das colisbes ocasionais de nanoparticulas adjacentes. Segundo a
literatura, os sistemas sdo considerados estaveis quando possuem um valor absoluto maior
que 25 mV, positivos ou negativos, sugerem suspensdes mais estaveis, devido a repulsdo
entre as particulas que previne sua agregacdo (SCHAFFAZICK et al, 2003). Logo, os
revestimentos (Tabela 8) com maior concentracdo de 6leo essencial de erva doce (T2, T4 e

T6) apresentam valores de potencial zeta proximo do limite considerado estavel.



Figura 4. Distribuicdo dos tamanhos de particulas dos revestimentos a base de CPSL, OED, CC e G.
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Tabela 8- Potencial zeta referente aos revestimentos elaborados a base de CPSL, OED, CC e
G.

Tratamentos Potencial Zeta (mV)
T1 -15,60°
T2 -21,60°
T3 -19,83°
T4 -20,57%
T5 -20,33"
T6 -20,80
T7 -17,23*
T8 -18,07*
T9 -16,372

Média 18.93
DMS 167
CV(%) -3.03

Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significncia para o teste de
Tukey.*T1=(10%CPLS+0,2%0ED+1% CC+5%G); T 2=(10% CPSL+0,4%0OED+1% CC+5%G); T 3=(12% CPLS+
0,2%0ED+1%CC+5%G); T4=(12% CPLS+0,4%0OED+1%CC+5%G); T5=(14% CPLS+0,2%0OED+1%CC+5%G)
,T6=(14%CPLS+0,4%0ED+1% CC+5%G),T 7=(10% CPLS+1% CC+5%G); T8=(12%CPLS+1% CC+%G); T9=(1
4% CPLS+1%CC+5%G).

Os valores de potencial zeta podem ser positivos ou negativos, dependendo da
natureza do polimero e do material usado para modificacdo de sua superficie. Os grupos
carboxilicos presentes na estrutura das proteinas possuem carga negativa, portanto a presenca
do CPSL nos revestimentos testados (Tabela 8), possivelmente seja responsavel pelos valores
negativos obtidos do potencial zeta (SOPPIMATH et al., 2001).

4.4.3 Analise da Microestrutura do revestimento

Asimagensobtidas através da microscopia de varredura dasuperficie do maméao
submetida aos revestimentoselaborados estdo representadas na Figura 5.

De acordo com as imagens obtidas, observamos que os tratamentos T2, T4 e T6,
com maiores gquantidades de Oleo essencial de erva doce, apresentam revestimentos menos
rugosos, menos espessos, mais homogéneos e com menor quantidade de poros. Ja para o
tratamento T5, comaltas concentracfes de CPLS, observamos um revestimento mais rugoso e
quebradico. Comparando o tratamento T10 (sem revestimento) e T9, podemos observar que

provavelmente ndo houve aderéncia do revestimento na superficie da casca do mamao.



48

Figura 5. Microscopia de varredura das superficies de mamao submetidas aos revestimentos
elaborados a base de CPSL, OED, CC e G.

Fonte:Autora
*T1=(10%CPLS+0,2%0ED+1%CC+5%G); T2=(10% CPSL+0,4%0ED+1% CC+5%G); T3=(12%CPLS+0,2% 0O
ED+1%CC+5%G); T4=(12%CPLS+0,4% OED+1% CC+5%G); T5=(14%CPLS+0,2% OED+1% CC+5%G), T6=(1
4% CPLS+0,4%O0ED+1%CC+5%G), T7=(10%CPLS+1% CC+5%G); T8=(12% CPLS+1% CC+%G); T9=(14%CP
LS+1% CC+5%G) e T10= (sem revestimento).

De acordo com resultados expressos para microscopia de varredura, podemos
concluir que revestimentos com uma maior concentracdo de Oleo essencial de erva doce e
menor concentracdo de CPSL proporcionam melhor integridade estrutural do revestimento,
favorecendo menor permeabilidade da superficie ao vapor de dgua e aos gases, condicionando
a reducdo da taxa respiratoria e retardamento da senescéncia do fruto.

Os dados obtidos por meio das analises de angulo de contato, diametro médio das
particulas, potencial zeta e microscopia de varredura, indicam que 0s revestimentos mais
estaveis, foram aqueles com menores concentragcbes de CPSL e maiores concentracbes de
Oleo essencial de erva doce. Diante disto, foram selecionados os trésrevestimentos mais
promissores a serem utilizados no estudo de extensdo da vida pos-colheita de maméo e na
reducédo de podriddes ocasionadas por C. gloeosporioides.Os percentuais destes revestimentos
selecionados (T1, T2 e T3) assim como o revestimento controle (T4) estdo descritos na Tabela
9.
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Tabela 9. Tratamentos selecionados a serem utilizados no estudo da extensdo da vida pos-
colheita de maméo.

Tratamentos CPSL Oleode  Cloreto Glicerol (%)
(%) erva doce de
(%) célcio
(%)
T1 10 0,2 1 5
T2 10 04 1 5
T3 10 - 1 5
T4 - - - -

T4=Controle (semrevestimento).

4.4.4 Avaliacado in vivo da acéo dos revestimentos a base de CPSL e 6leo essencial de erva

doce aplicado em mamdes inoculados com C. gloesporiodes

Nas avaliacOes da severidade nos pontos inoculados, ndo apresentaram interacao
significativa entre os revestidos aplicados. Entretanto, o tratamento controle obteve menor
diametro médio de severidade com relacdo aos demais tratamentos. Provavelmente a
inoculacdo artificial realizada tenha sido muito agressiva, favorecendo uma maior incidéncia e

severidade da doenca nos pontos inoculados dos mamdes revestidos (Tabela 10).

Tabela 10. Severidade e incidéncia de patdgeno causados pela acdo de C. gloesporiodes
inoculados em mam@es submetidos aos revestimentos a base de CPSL, OED, CC e G.

Tratamentos Severidade (mm) Incidéncia (%)
13 dias 13 dias
T1 32,528 80
T2 34,942 70
T3 35,192 100
T4 15,59" 60
Media 29,56
DMS 4,33
CV (%) 13,24

T1=(10%CPLS+0,2% OED+1% CC+5%G), T2=(10% CPSL+0,4%0ED+1% CC+5%G); T3=(10% CPLS+1%CC+
5%G) e T4= Controle (sem revestimento).

Na Figura 6 podemos observar uma maior severidade para 0os mamdes revestidos,
porém somente nos pontos inoculados artificialmente. Nas demais areas da superficie dos
mamdes ndo-tratados, a incidéncia e severidade da doenca foram maiores. Portanto, foi
possivel observar que nos pontos ndo inoculados dos mamdes revestidos a incidéncia e
severidade da doenca provocada pelo C. gloesporiodesfoi menor que nos mamdes nao-

tratados. Tal comportamento foi confirmado por Carnelossi et al. (2009) mostraram que 0s
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0leos essenciais de Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha arvensis e Artemisia
dracumculus testados in vitro foram eficientes, inibindo 100% o crescimento micelial de C.
gloesporiodes. Em teste in vivo, os mamdes tratados com estes Oleos e inoculados,

apresentaram incidéncia e severidade da doengca menor que o tratamento controle.

Figura 6. Incidéncia e severidade de antracnose de mamao ‘Golden’ nos diversos tratamentos,
apos o periodo de 13 dias de armazenamento refrigerado a 12 °C.

T1=(10%CPLS+0,2%OED+1%CC+5%G), T2 =(10% CPSL+0,4%0ED+1% CC+5%G); T3=(10%CPLS+1%CC+
5%G) e T4=Controle (sem revestimento). Fonte: Autora.

Bastos e Albuquerque (2004) verificaram que no teste in vitro o dleo essencial de
pimenta-de-macaco (Piper aduncum) inibiu 100% do crescimento micelial e da germinacéo
de C. musae para concentragdes acima de 100 ppm do Oleo, enquanto que, in Vvivo,
concentragfes do Oleo acima de 1% foram capazes de impedir a manifestacdo de podriddes
nos frutos de banana "Prata”.

Portanto, os resultados in vivo nesse experimento possuem uma correlacéo
positiva com os obtidos in vitro, comprovando a potenciabilidade do revestimento a base de

CPSL e 6leo essencial de erva doce no controle de C. gloesporiodes em frutos de mamao.
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4.4.5 Analise de sobrevivéncia de mamoes submetidos aos revestimentos a base de CPSL,
OED, CCeG.

De acordo com a Figura 7, a curva de sobrevivéncia demonstrou que o T2
apresentou maior vida util pos-colheita (23 dias), enquanto que o T4 (sem revestimento)
apresentou a menor vida atil (13 dias). Ja para os dados apresentados na Tabela 11, a analise
de sobrevivéncia demonstrou que o T2 apresentou a maior vida Gtil com média de 18 dias,
enguanto que o T4 apresentou menor vida Util com 8 dias. O intervalo de confianca de 95%
indica que a quase totalidade dos mamdes, atingiram o estadio 5 de maturacdo dentro do
periodo de tempo apresentado. Essa eficiéncia pode estar diretamente associada a

interferéncia do revestimento sobre o processo de maturagédo dos frutos.

Figura 7. Curva de sobrevivéncia com 0s tempos necessarios para 0s mamdes revestidos
atingirem o estadio 5 de maturacdo.
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5%G) e T4=Controle (sem revestimento). Fonte: Autora.
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Tabela 11. Dias ap06s aplicacdo dos tratamentos para 0s mamdes revestidos atingirem o
estadio 5 de maturacdo (intervalo de confianga de 95%).

Estadio 5 de maturagdo

Tratamentos Dias
T1 12,24 + 3,11
T2 17,78 + 2,79
T3 15,27 + 3,57
T4 8,30 +2,387

T1=(10%CPLS+0,2% OED+1%CC+5%G), T2 =(10% CPSL+0,4%0ED+1% CC+5%G); T3=(10%CPLS+1%CC+
5%G) e T4= Controle (sem revestimento).

Com o amadurecimento, a cor da casca do mamdo torna-se amarela. No
tratamento T4, a cor mudou de verde para amarela em 13 dias, atingindo o estadio 5 de
maturagdo. Neste mesmo periodo os frutos com revestimentos ainda ndo havia atingindo o
estadio de maturacdo 5, demonstrando a eficiéncia dos revestimentos no retardamento do

amadurecimento (Figura 8).

Figura 8. Frutos ndo inoculados, nos diversos tratamentos, apds 13 dias de armazenamento
refrigerado a 12 °C.

Fonte: Autora.
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Pereira et al. (2006), ao avaliar o amadurecimento de maméo cv. ‘Formosa’ com
revestimento a base de fécula de mandioca, observou que os frutos revestidos tiveram sua
vida (til pos-colheita prolongada em quatro dias em comparag¢do com o controle. Galo et al.
(2014) ao utilizarem quitosana como revestimento em mamao da cv. ‘Sunrise Solo’,
observaram acréscimo de quatro dias na vida Util destes frutos. Diante do exposto é possivel
observar que 0 uso de revestimentos em mamao promove a extensdo da sua vida pds-colheita,
independente do cultivar. No entanto, ao levar em consideracdo o revestimento utilizado neste
estudo, é importante salientar que o acréscimo médio de 10 dias alcangados ao termino do
experimento, comparados ao tratamento controle, reflete apenas os dias decorridos até ser
atingido o estadio 6timo de maturacdo (estadio 5), restando ainda dias a serem transcorridos
até que o fruto ndo seja mais indicado para o consumo.

O processo de incidéncia, ocasionados por C. gloeosporioides teve inicio no
tratamento T4 (sem revestimento), enquanto que os frutos revestidos, contendo 6leo essencial

de erva doce e/ou CPSL, apresentaram incidéncia ao final do armazenamento (Figura 9).

Figura 9. Curva de sobrevivéncia com 0s tempos necessarios para 0s mamdes revestidos
sofram a incidéncia de C. gloeospororioides.
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5%G) e T4=Controle (sem revestimento). Fonte: Autora.
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De acordo com os resultados (Tabela 12), a analise de sobrevivéncia demonstrou
que os revestimentos testados influenciaram a incidéncia de C. gloeospororioides nos
mamdes e que tratamento T2 apresentou incidéncia do patdgeno com média de 21 dias. Ja o
tratamento controle (T4), apresentou incidéncia com média 18 dias de armazenamento. O
intervalo de confianca de 95% indica que a quase totalidade de mamdes, foram contaminados

pelo C. gloeospororioides dentro do periodo de tempo apresentado.

Tabela 12. Dias para que os mamdes revestidos sofressem incidéncia de C. gloeosporioides
(intervalo de confianca de 95%).

Incidéncia
Tratamentos Dias
T1 20,23 +£1,48
T2 20,52 + 0,93
T3 19,79 £ 1,21
T4 17,50 + 4,14

T1=(10%CPLS+0,2% OED+1% CC+5%G), T2=(10% CPSL+0,4%0ED+1% CC+5%G); T3=(10% CPLS+1%CC+
5%G) e T4= Controle (sem revestimento).

Essa eficiéncia pode estar diretamente associada a interferéncia do revestimento
sobre 0 processo de maturacdo dos frutos, além da atuacédo positiva do 6leo de erva doce no
controle do patégeno. O revestimento contendo CPSL e o maior percentual de dleo de erva
doce (T2), no teste de sobrevivéncia, superou os demais tratamentos sendo capaz de atuar
como uma barreira eficiente, impedindo o desenvolvimento do patégeno e a formacdo das
leses tipicas de antracnose.

O efeito antimicrobiano do CPSL, segundo Martin-Diana et al. (2006), esta
relacionado com seu baixo pH devido a presenca do acido latico que consegue penetrar na
célula do microrganismo na forma dissociada e provocar sua morte. Além disso, o CPSL
contém bacteriocinas termorresistentes e outros peptideos bioativos (caseinomacropeptideos).

Martin-Diana et al. (2006) utilizaram permeado de soro de leite em diferentes
concentragfes como agente sanitizante natural para lavagem de alface e cenoura. Observaram
que na concentracdo de 3%, promoveu eficiente reducdo na carga microbiana desses produtos

guando comparado a solugéo de cloro na concentracdo de 120 ppm.
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4.4.6 Avaliacoes da qualidade pds-colheita

Os resultados obtidos das avaliacbes da qualidade pds-colheita dos mamdes no
estadio inicial de maturacdo foram de 54,27 N para firmeza, 5,60 para pH, 12,78 °Brix para
SST, 0,28% para ATT, 5,28% para AST, 109,70mg 100g-1 para acido ascorbico, 53,62 para
coordenada L", -5,26 coordenada a” e 36,35 coordenada b’

A analise de variancia das avaliacbes da qualidade pds-colheita de frutos de
maméao ao atingirem o estadio 5 de maturacdo, submetidos aos revestimentos a base de CPSL
e 0leo essencial de erva doce, apresentou efeito significativo entre os tratamentos com relagéo
aos parametros: pH, sélidos soluveis, acidez titulavel, aclcares totais, acido ascorbico, perda

de massa e cor instrumental, como pode ser observado nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 13. Andlise de variancia para as avaliacbes da qualidade pés-colheita de mamdes
submetidos aos revestimentos a base de CPSL, OED, CC e G.

Tratamentos Firmeza pH Solidos Acidez Agucares Acido Perda
(N) soluveis titulavel soluveis ascorbico de
(°Brix) (mL/g) totais (%) (mg 100 g- massa
1) (%)
T1 24,92° 5540  11,67% 013 428 95,86 8,31°
T2 28,63 5,54% 11,502 022° 4,28 89,51° 5,66°
T3 24,91° 527" 12,15%° 0,09° 523" 100,38" 7,662
T4 27,44° 5,78 12,89° 0,07° 744° 139,08 8,44°
Média 26,48 548 548 013 532 106,2 744
DMS 11,05 0,27 0,52 0,01 0,71 8,71 1,78
CV(%) 34,09 4,07 4,07 9,56 10,83 6,70 10,43

T1=(10%CPLS+0,2% OED+1% CC+5%G), T2=(10% CPSL+0,4%0ED+1% CC+5%G); T3=(10% CPLS+1%CC+
5%G) e T4= Controle (sem revestimento).

Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferementre si ao nivel de 5% de significancia para o teste de
Tukey.

4.4.6.1 Firmeza

Para a variavel firmeza, observou-se que ndo houve diferenca significativa entreos
frutos revestidos e controle, apresentando valor médio de 26,48N (Tabela 13). Os frutos no
estadio 2 de maturacdo obtiveram em média 54,27 N, portanto é possivel observar que mesmo
com a utilizacdo dos revestimentos, a firmeza foireduzida para menos de 30 N,considerada
ideal para consumo por Bron et al. (2003) para 0 maméo 'Golden’. A maior firmeza foi notada
para o tratamento com concentragdo maxima de Oleo essencial de erva doce (0,4%),
permanecendo mais firmes até o final do experimento, indicando a tendéncia de resposta

positiva desta variavel no retardamento da maturacdo, garantindo assim, uma melhor
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resisténcia a danos mecanico durante 0 manuseio e, consequentemente, maior durabilidade.
Oliveira (2013), ao aplicarem um revestimento a base de amido de milho e dleos esséncias em
mamé&o observaram uma firmeza maior nos tratamentos com a presenca do revestimento em
comparagao com o controle

Segundo Silva (2010), o amadurecimento € marcado por modificacdes na textura
associadas ao metabolismo de carboidratos da parede celular, que culminam coma reducéo da
firmeza dos frutos. As substancias pécticas constituem a classe de polissacarideos da estrutura
da parede celular, que sofre a mais notavel modificacdo durante 0 amadurecimento dos frutos.
A solubilizagdo e a despolimerizacdo das substancias pécticas, normalmente acompanham o
amaciamento dos frutos durante o seu amadurecimento. Este estudo a interagdo entre todos os
constituintes presentes no revestimento, nas concentragdes estabelecidas, especialmente em se

tratando do tratamento T2, foram capazes de atuar também inibindo essa atuacdo enzimatica.

4.4.6.2 pH

Para o parametro pH, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos em que ocorrem a variacdo das concentracfes do dleo essencial de erva doce, ao
contrario dos tratamentos com a presenca do 0leo essencial de erva doce e com auséncia do
mesmo.

De acordo com Elias (2008) o pH dos frutos aumenta, enquanto que acidez
diminui com o amadurecimento dos frutos. Neste estudo, foi possivel observar que o valor
médio de pH (5,60) para os mamdes ainda no estadio de 2 maturacdo foi maior do que 0s
mamdes revestidos no estddio 5 de maturacdo, com maior valor para os frutos controle.
Portanto, a utilizacdo do revestimento pode ter proporcionado uma atmosfera modificada nos
mamoes e ter influenciado na alteragdo do pH nesses frutos (Tabelal3).

Trigo (2010), ao avaliar a qualidade de mamao ‘Formosa’ minimamente
processado utilizando revestimentos comestiveis, observou que o pH dos frutos revestidos foi
significativamente menor que o controle.Baldwin (1994) afirma a possibilidade de se
estabelecer uma micro-atmosfera na superficie externa dos frutos e hortalicas adicionadas de
revestimentos comestiveis, a qual protege os mesmos de algumas alteracdes fisiologicas

naturais durante a pés-colheita.
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Observou-se que os tratamentos com adicdo de dleo essencial de erva doce
obtiveram maiores valores de pH. De acordo com Anker, Stading e Hermansson (2001)
guando se adiciona um componente hidrofdbico a suspensdo formadora de um revestimento,
produzem-se filmes compostos, nos quais 0 componente lipidico atua como barreira ao vapor
de agua, e a proteina ou polissacarideo fornecem a barreira ao oxigénio e as caracteristicas

mecanicas necessarias para um eficiente revestimento.

4.4.6.3 S6lidos Solaveis Totais (SST)

Podemos observar que em relacdo aos SST, houve diferenca significativa entre 0s
frutos revestidos e os frutos controle (Tabela 13), com teor médio de SST (12,78 ° Brix) maior
para 0s mamdes no estadio 2 de maturacdo comparados comos frutos revestidos. Jacomino et
al.(2007) e Jerbnimo e Kaneshiro (2000), também verificaram um aumento de sélidos
sollveis nos frutos controle, em mamao ‘Formosa’ e manga ‘Palmer’, respectivamente. De
acordo com Pereira et al. (2006), os sdlidos soliveis comumente aumentam com o decorrer do
processo de maturacdo dos frutos, seja pela biossintese, degradacdo de polissacarideos, ou
perda de agua, resultando em maior concentracdo dos mesmos. Portanto, a utilizacdo dos
revestimentos interferiu no processo de maturacdo dos frutos, ja que os solidos sdo substratos
utilizados no processo respiratorio.

O tratamento com maior adicdo de Oleo essencial de erva doce obteve menor
concentracdo de SST, dados semelhantes foram encontrados por Serpa et al. (2014), que ao
utilizarem um revestimento com maior concentracdo de Oleo essencial de cravo e canela em
mangas, também observaram uma reducdo no teor SST em comparacdo aos demais
tratamentos, sugerindo que os componentes utilizados no revestimento influenciaram nos
processos bioquimicos durante o amadurecimento da fruta, levando a um gasto de energia,

diminuindo os teores dos mesmos.
4.4.6.4 Acidez Total Titulavel (ATT)
A acidez é usualmente calculada com base no principal acido presente. Os acidos

citrico e malico sdo encontrados em maior abundancia nas frutas tropicais (SANTANA,
MATSUURA; CARDOSO, 2004).



58

A andlise de ATT exibiu efeito significativo entre os tratamentos testados,
variando de 0,07 a 0,22 % (Tabela 13), com valor médio de ATT 0,28% para 0s mamdes no
estadio 2 de maturacdo. Ao atingirem o estadio 5 de maturacao, a acidez titulavel foi maior no
tratamento T2.Pode-se inferir que concordando com os valores obtidos para o pH, entre
outros, 0s tratamentos com 6leo essencial de erva doce desaceleraram o processo normal de
amadurecimento dos mamées, visto que a diminuicdo da acidez esta associada ao consumo de
acidos no processo respiratorio, emdecorréncia da maturacdo (GALO etal., 2014)

De acordo com Cavalini (2008), no avanco do amadurecimento das frutas, ocorre
a reducdo deste pardmetro, com algumas excecOes, pois a acidez de frutas decresce com a
aceleracdo do amadurecimento em decorréncia de reducdo no processo respiratorio, com
consequente aumento no pH. Isto se deve a diminuigdo dos acidos organicos, consequéncia do
adiantado amadurecimento, e em funcdo de sua utilizacdo como substrato respiratério e
conversao destes em acgucares.

Martineli, Castricini e Coneglian (2008) avaliaram a influéncia de peliculas de
fécula de mandioca e de carboximetilamido sobre o amadurecimento de mam@es Golden e
verificaram que a acidez titulavel dos frutos revestidos obteve maiores valores em
comparagdo com o tratamento controle. Silva et al. (2012), também observaram aumento da

acidez em goiabas ao utilizarem como revestimento amido de mandioca.

4.4.6.5 Acucares Soluveis Totais (AST)

Para o parametro AST, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos em que ocorre a variagdo das concentrages do 6leo essencial de erva doce (T1 e
T2). Porém, houve diferenca significativa entre os tratamentos com a presenca do Gleo
essencial de erva doce e comauséncia do mesmo (Tabela 13).

Neste estudo, foi possivel observar que o valor médio de AST (5,28%) para 0s
mamdes ainda no estadio de 2 de maturacdo foi maior do que os mamdes revestidos no
estadio 5 de maturagdo, com maior valor para os frutos controle. Provavelmente, os teores de
acucares soluveis totais analisados neste experimento foram influenciados pela interacéo entre
os revestimentos aplicados e o fruto, uma vez que foram obtidos valores diferenciaveis com
relacdo aos frutos controle, havendo uma reducdo dos teores de agUcares sollveis totais nos

frutos revestidos.
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Segundo Choi et al (2002), os revestimentos protéicos possuem propriedades de
barreira ao oxigénio.A reducdo na concentracdo do oxigénio (O;) ou elevacdo do gas
carb6nico (CO,) pode atrasar o amadurecimento dos frutos, diminuindo a taxa respiratoria e a
producdo de etileno. Como consequéncia, Varias alteracbes metabolicas associadas ao
amadurecimento e/ou senescéncia, tém sua \elocidade de reacdo desacelerada
(KADER,1986).

4.4.6.6 Acido Ascorbico

Durante o amadurecimento, o teor de &cido ascérbico aumenta nos estadios
iniciais do desenvolvimento até a maturacdo total, mas quando excessivamente maduro, este
conteudo diminui significativamente (VAZQUEZ-OCHA; COLINAS-LEON, 1990).

Para a variavel &cido ascérbico, observou-se que houve diferenca significativa
entre os frutos revestidos e o controle, com maior teor médio de acido ascorbico (109,70mg
100 g-1) para os mamdes no estddio 2 de maturacdo em comparacdo aos frutos revestidos.
Provavelmente, o revestimento aplicado pode ter prejudicado a sintese de metabdlicos
intermediarios que promovem a sintese de glucose-6-fosfato, o precursor imediato do acido
ascorbico (MERCADO-SILVA et al., 1998).

Lucena et al. (2013) observaram que os teores de acido ascorbico em limdes
foram significativamente menores ao utilizarem cera como revestimento.Portanto, neste
experimento o fato dos mamdes serem submetidos a uma maior concentracdo de Oleo
essencial de erva doce pode ter influenciado o retardamento do processo de maturagédo e

consequentemente a sintese tardia do acido ascorbico.

4.4.6.7 Perda de massa

A perda de massa esta relacionada com a perda de agua, causa principal da
deterioracdo, induzindo a perdas da aparéncia como murchamento e o enrugamento, assim
como alteracgdes na textura, promovendo 0 amaciamento e a perda de frescor A perda de peso
em frutas ocorre durante 0 armazenamento devido ao processo respiratorio, assim como
também a transferéncia de umidade aos processos de oxidagdo (KADER, 2002). Ayranci e

Tunc (2003) afirmam que as peliculas de revestimento podem retardar a perda de agua e a
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desidratacdo dos produtos, reduzindo a perda de massa e 0 murchamento de produtos frescos.
Foi constada diferenca significativa na perda de massa entre o tratamento T2 e 0s
demais tratamentos (Tabela 13), de modo que estes frutos apresentaram perda de massa de
32,9% abaixo da média observada para frutos controle, entre os quais foi observado o maior
valor médio—Verificando-se assim, que a perda de agua e a decomposicao natural do fruto
foram evitadas através do efeito barreira exercidas pela combinacdo da maior concentracdo de
Oleo essencial de erva doce e dos revestimentos utilizados, fato este que esta de acordo com
Vicentino, Floriano e Dragunski (2011), os quais afirmam que os filmes e revestimentos
possuem a funcdo de inibir ou reduzir a migracdo de umidade, oxigénio, didxido de carbono,

lipidios, aromas, dentre outros, pois promovem barreiras semipermeaveis.
4.4.6.8 Cor instrumental

Todos as variaveis colorimétricas obtidas no estddio 5 de maturacdo diferiram
significativamente com relacdo aos frutos submetidos aos revestimentos em comparagdo com
o controle, havendo auséncia de valores diferencidveis apenas para a coordenada a’, com

valor médio de 6,9 (Tabela 14).

Tabela 14. Varidwveis obtidas de L, a* e b* para cada tratamento.

Tratamentos L a* b*

T1 67,42° 8,012 58,74™

T2 66,83° 5,512 55,80°

T3 67,65 7,132 56,51

T4 70,672 6,942 60,03%
Média 68,14 6,89 57,7
DMS 2,17 3,36 2,87
CV(®%) 2,60 39,82 4,06

Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significAncia para o teste
de Tukey.

A coordenada de cor L'estd relacionada com a intensidade da luminosidade,
consequentemente, sofre influéncia das alteracBes colorimétricas quantificadas pelas
coordenadas a” e b”. Neste estudo foi constatada a menor luminosidade no tratamento com
maior concentracdo de Gleo essencial de erva doce (T2), sendo maior no tratamento sem a
presenca do revestimento (T4). Este comportamento reflete o observado nos parametros a” e

b" que estdo de acordo com os dados obtidos por Alexandrino (2013), que ao utilizar como
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revestimento quitosana e trans-cinamaldeido em maméo, verifica menores médias de

luminosidade.

Para o parametro a’, observou-se que ndo houve diferenca estatistica ao nivel de
5% de probabilidade entre os tratamentos e que no estadio de maturacdo 5 todos os frutos
revestidos, assim como o controle, foram capazes de efetuar a mudancga da coloracdo verde,
assumindo valores positivos, diferente do observado no inicio de experimento em frutos no
estadio 2 de maturacdo, caracterizados pela presenca da cor verde e, consequentemente
coordenada a* com valor negativo (-5,26).Pinheiro (2012), ao utilizar cera de carnatiba como
revestimento em cajus, também ndo observou diferenca para valores de a’em comparacio ao
tratamento controle.

Quanto a coordenada b”, os valores médios positivos sdo reflexo do observado
para as coordenadas L e a’, percebido no estadio 5 de maturacdo a coloracdo amarela,
caracteristica de frutos de mamao maduros. O menor valor de b* (55,80) para T2, demonstra a
influéncia deste tratamento no processo de maturagdo do fruto. Dados semelhantes foram
encontrados por Sigueira (2012) ao utilizarem revestimentos comestiveis em maracuja-azedo.

Portanto, sugere-se que a combinagdo do CPSL com uma maior concentracdo de
Oleo essencial de erva doce e 0s demais constituintes bloqueou as reacdes enzimaticas e
quimicas responsaveis pela degradacdo da clorofila, bem como a sintese de pigmentos,

retardando de forma positiva a maturacdo destes frutos.
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5 CONCLUSAO

Considerando testes in vitro, a utilizacdo de 2000ppm de 6leo essencial de erva-doce
é considerada a concentracdo minima inibitoria e fungicida no controle micelial do fungo C.
gloeosporioides.

Revestimentos a base de soro de leite, dleo essencial de erva doce, cloreto de
calcio e de glicerol aplicados a mamdes, proporcionam menor incidéncia e severidade da
antracnose nos pontos ndo inoculados com C. gloeosporioides, tomando como referéncia
frutos sem revestimento.

Revestimentos elaborados com 10% de concentrado protéico de soro de leite,
0,4% de dleo essencial de erva doce, 1% cloreto de calcio e 5% de glicerol sdo mais estaveis,
capazes de atuar de forma eficiente no controle da incidéncia de C. gloeosporioides e na
extensdo da vida pos colheita de mamdes, sendo necessarios 23 dias de armazenamento
refrigerado para que os frutos revestidos atinjam o estddio 6timo de maturacdo (estadio 5 ),
restando ainda dias a serem transcorridos até que o mesmo ndo seja mais indicado para o

consumo.
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