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RESUMO

GOMES; Isamara Reis; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Margo de 2025; USO DE REVESTIMENTOS ATIVOS COM
PRODUTOS NATURAIS PARA INIBICAO DE FUNGOS DA
ANTRACNOSE; Orientador: Prof. D. Sc. Eder Dutra de Resende.

O mamao é um fruto muito consumido no mercado nacional e internacional
devido ao seu valor nutricional e qualidade sensorial, mas € um fruto que
apresenta grandes perdas pés-colheita devido a incidéncia de fungos e a
intensa respiracao climatérica. Os revestimentos ativos incorporados com
agentes antimicrobianos tém sido amplamente estudados visando o
controle de fungos e a manutencédo da qualidade dos frutos. O presente
trabalho tem como objetivo avaliar formulagdes de revestimentos ativos
com diferentes bases poliméricas e agentes ativos naturais aplicados no
controle de antracnose do mamao. Também foi avaliada a eficiéncia dos
revestimentos na inibi¢cao in vitro da antracnose, assim como a aplicagao in
vivo dos revestimentos com o intuito verificar seus efeitos no controle da
antracnose, possibilitando preservacao da qualidade e o aumento do tempo
de armazenamento de mamdes. Primeiramente foram realizados testes in
vitro a fim de verificar o crescimento micelial e germinagao de conidios do
fungo C. theobromicola, frente aos revestimentos propostos: amido,
quitosana e carboximetilcelulose. Posteriormente foram realizados testes
para estudar o mecanismo de inibicado do crescimento micelial e
germinacdo de conidios do revestimento de carboximetilcelulose
incorporado com extrato hidroalcoolico de Momordica charantia L., 6leo
essencial de Azadirachta indica A. Juss. e extrato hidroalcoolico de
Azadirachta indica A. Juss, contra o fungo Colletotrichum okinawense,
avaliando-se a micromorfologia do fungo com auxilio de microscopia. Os
testes in vivo foram realizados com a concentragdo que proporcionou
menor germinacao de conidios, identificada nos testes in vitro. Também
foram realizadas avaliacées de perda de massa, analise de cor, firmeza,
acidez titulavel, pH, solidos soluveis, agucares totais, agucares redutores e
vitamina C dos frutos além de ter sido realizada a quantificacao da area de
crescimento fungico a fim de comparar os frutos que receberam tratamento

com os frutos controle. As analises estatisticas foram feitas no programa
Vii



Jamovi, com analise de variancia e teste de Tukey a 5 % e os graficos do
trabalho foram elaborados no programa Origin. O presente trabalho
demonstrou que a CMC é uma base polimérica de baixo custo e com grande
potencial para a preparacao de revestimentos ativos, além disso, quando
associada com produtos naturais pode inibir a germinacdo e controlar o
crescimento micelial de fungos causadores da antracnose, contribuindo
para a preservacao pos-colheita do mamao. Os frutos que foram revestidos
com quitosana e CMC contendo 6leo de Nim apresentaram crescimento de
fungos aos 12 dias, enquanto os frutos do tratamento controle iniciaram o
crescimento aos 18 dias, indicando que os revestimentos serviram como
meio de cultura para o crescimento dos fungos. Na andlise das
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos verificou- se que os revestimentos
retardaram o processo de amadurecimento, minimizando as alteracoes de
cor da casca, acidez de polpa, conteudos de agucares e acido ascérbico.
Contudo, o revestimento de quitosana provocou uma perda significativa de

acido ascorbico ao final de 30 dias de armazenamento refrigerado.

Palavras-chave: Carica papaya L., C. theobromicola, C. okinawense,

Momordica charantia L., Azadirachta indica A. Juss.
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ABSTRACT

GOMES; Isamara Reis; D. Sc.; State University of North Fluminense Darcy
Ribeiro; Marco de 2025; USE OF ACTIVE COATING WITH NATURAL
PRODUCTS TO INHIBIT ANTHRACNOSE FUNGI; Advisor: Prof. D. Sc.
Eder Dutra de Resende;

Papaya is a fruit widely consumed in the national and international markets
due to its nutritional value and sensory quality, but it is a fruit that presents
great post-harvest losses due to the incidence of fungi and intense
climacteric respiration. Active coatings incorporated with antimicrobial
agents have been widely studied aiming at controlling fungi and maintaining
fruit quality. The present study aims to evaluate the formulations of active
coatings with different polymeric bases and natural active agents applied in
the control of anthracnose in papaya. The efficiency of the coatings in the in
vitro inhibition of anthracnose was also evaluated, as well as the in vivo
application of the coatings to evaluate their effects in the control of
anthracnose, enabling the preservation of quality and increasing the storage
time of papayas. First, in vitro tests were performed to verify the mycelial
growth and germination of conidia of the fungus C. theobromicola, against
the proposed coatings: starch, chitosan and carboxymethyl cellulose.
Subsequently, tests were performed to study the mechanism of inhibition of
mycelial growth and conidial germination of the carboxymethyl cellulose
coating incorporated with hydroalcoholic extract of Momordica charantia L.,
essential oil of Azadirachta indica A. Juss. and hydroalcoholic extract of
Azadirachta indica A. Juss, against the fungus Colletotrichum okinawense,
evaluating the micromorphology of the fungus with the aid of microscopy.
The in vivo tests were performed with the concentration that provides the
lowest germination of conidia, identified in the in vitro tests. Evaluations of
mass loss, color analysis, firmness, titratable acidity, pH, soluble solids, total
sugars, reducing sugars and vitamin C of the fruits were also performed, in
addition to the quantification of the area of fungal growth in order to compare
the fruits that received treatment with the control fruits. Statistical analyses
were performed using the Jamovi program, with analysis of variance and

Tukey's test at 5%, and the graphs were made using the Origin program.
iX



This study showed that CMC is a low-cost polymeric base with great
potential to be used to prepare active coatings. Furthermore, when
associated with natural products, it can inhibit germination and control the
mycelial growth of fungi that cause anthracnose, contributing to the post-
harvest preservation of papaya. Fruits coated with chitosan and CMC
containing neem oil showed fungal growth after 12 days, while fruits in the
control treatment began to grow after 18 days, indicating that the coatings
served as a culture medium for fungal growth. In the analysis of the physical-
chemical characteristics of the fruits, it was found that the coatings delayed
the ripening process, minimizing changes in skin color, pulp acidity, sugar
and ascorbic acid content. However, the chitosan coating caused a

significant loss of ascorbic acid after 30 days of refrigerated storage.

Keywords: Carica papaya L., C. theobromicola, C. okinawense, chitosan,
carboxymethyl cellulose, starch, Momordica charantia L., Azadirachta

indica A. Juss.



1. INTRODUCAO

O mamao é um fruto amplamente consumido em todo o mundo devido as
suas qualidades sensoriais e as propriedades nutricionais de su polpa do fruto, que
€ rica em carotenoides, acidos fendlicos e flavonois. Além de ser consumido in
natura, o fruto também € importante para a producdo de produtos processados e
para a industria de cosméticos (Serrano e Caetano, 2010; Carvalho et al., 2017).

O Brasil € um grande produtor de mam&o. Somente no ano de 2022
produziu 1,107 milh&do de toneladas de frutos, com uma area de producao de 26,4
mil hectares. Os estados do Espirito Santo e da Bahia sdo os dois maiores
produtores de frutos (FAOSTAT 2024).

O mamao é considerado um fruto climatérico, ou seja, consegue completar
seu amadurecimento mesmo fora da planta, o que implica em um pico na respiragao
do fruto e na producdo de etileno durante esse processo. Essa respiragcao
caracteristica de frutos climatéricos acelera a senescéncia do fruto, trazendo
consequéncias negativas, como perda de peso e sabor, que implicam em reduc¢ao
do valor comercial e em perdas de produgao (Zucchini et al., 2017).

O mamao também € muito suscetivel a incidéncia de fungos, principalmente
do género Colletotrichum, responsaveis pela doenga antracnose. Essa doencga
acomete frutos de qualquer idade, se manifestando em frutos maduros. Ela provoca
uma lesao arredondada no fruto e ali ocorre o crescimento fungico (Costa et al.,
2022).

Para manter de forma adequada a qualidade do mamao € importante o
acondicionamento do fruto em condic¢des ideais de temperatura e umidade além de
utilizar tecnologias que visem diminuir a contaminacéao fungica do fruto (Silva et al.,
2015).

A tecnologia comumente utilizada nas agroindustrias para tratamento dos
mamaoes para o mercado externo consiste na aplicacdo de um banho hidrotérmico
com o objetivo de controlar a incidéncia de mosca das frutas e a aplicacao de
fungicida. No entanto, compreender como reduzir o impacto de doencas fungicas
no mamao sem contaminar o ambiente e prejudicar a saude humana € um desafio

importante que € necessario alcancar (Assis e Brito, 2014).



Diante das exigéncias do mercado consumidor por frutas com alto padrao
de qualidade, apresentem seguranga alimentar, que sejam produzidas em sistemas
de produgdo com baixo impacto ambiental e com justica social, as tecnologias
baseadas no uso de revestimento ativo incorporado a produtos naturais tém sido
uma estratégia eficiente para controlar os fitopatdbgenos, para manter as
caracteristicas organolépticas e aumentar o tempo de armazenamento dos frutos
(Oliveira et al., 2015).

Diversas sao as bases poliméricas que podem ser utilizadas para o preparo
de revestimento ativo, neste trabalho sera explorado o uso de quitosana, amido e
carboximetilcelulose (CMC) incorporados aos produtos naturais.

Produtos naturais oriundos de plantas, como os extratos e 6leos essenciais
tém apresentado grande importancia, se mostrando-se como uma alternativa viavel,
biodegradavel e nao fitotdxica em elagéo frente aos fungicidas sintéticos, podendo
ser incorporados a uma matriz polimérica e aplicados nos frutos (Jinga et al., 2018).

O extrato oriundo das folhas de Momordica charantia L. (meldo de Séao
Caetano) tem sido estudado devido a sua acao fungicida. Celoto et al. (2008)
identificou que o extrato aquoso de Momordica charantia L. inibe o crescimento do
fungo Colletotrichum gloesporioides, quando comparado com outros extratos.

Oleo e extrato de Azadirachta indica A. Juss (arvore de Nim) sdo descritos
na literatura como eficientes produtos naturais inseticidas e antimicrobianos. O éleo
de Azadirachta indica A. Juss inibiu o crescimento micelial dos fungos Rhizoctonia
solani, Scletorium rolfisii, Colletotrichumspp. e Phytophthora capsici (Duong et al.,
2015). Ja o extrato aquoso de Azadirachta indica A. Juss nas concentragcdes de
15% e 20 %, inibiu o crescimento e esporulag¢ao dos fungos Curvularia brachyspora,
Fusarium sp. e Rhizopus stolonifer (Miyae Shamsi, 2017).

Assim, os extratos vegetais e 06leos essenciais incorporados nos
revestimentos ativos possuem grande potencial para estender a vida util dos frutos,
contribuindo para a melhoria da seguranca alimentar e da segurancga dos alimentos
(Rosseto et al., 2021).

Embora existam relatos na literatura demonstrando que diferentes
revestimentos ativos associados a extratos e 6leos vegetais sao eficazes para inibir
o crescimento de fungos do género Colletotrichum e aumentar o tempo de

armazenamento de mamdes, verifica-se que € de extrema importancia entender



como tais revestimentos agem sobre o fungo, ou seja, entender como ocorre a
inibicdo do fungo e verificar como diferentes componentes ativos estdo envolvidos
na inibi¢do do crescimento fungico.

O presente trabalho apresenta como novidade o estudo comparativo do
crescimento micelial e germinagao de conidios de fungos do género Colletotrichum
em revestimentos ativos preparados com diferentes bases poliméricas. Além disso,
avalia as possiveis diferengas nos mecanismos de ac¢ao do principio ativo do extrato
de Momordica charantia L. e extrato de Azadirachta indica A. Juss, comparado com
0 Oleo de Azadirachta indica A. Juss. Tais caracteristicas dos principios ativos
podem interferir na interagcdo dos revestimentos ativos com o possivel efeito
diferenciado sobre a inibicdo do crescimento dos fungos, quando avaliados nas
concentragbes nos ensaios in vitro. A investigacdo dos extratos obtidos de
Momordica charantia L. e de Azadirachta indica A. Juss e do 6leo vegetal, obtido de
Azadirachta indica A. Juss., tem o objetivo de avaliar o efeito desses componentes
obtidos de uma mesma matriz bioldgica sobre a eficiéncia dos revestimentos no
controle da doenca. A eficiéncia do extrato aquoso de Momordica charantia L. na
inibicdo in vitro da antracnose ja foi verificada em trabalho prévio de Gomes et al.
(2020).

A Tese esta organizada em trés capitulos. No primeiro capitulo, intitulado
“Efeito inibitorio de revestimentos com diferentes bases poliméricas na germinagao
e crescimento in vitro de fungo causador de antracnose”, € abordado um estudo
para verificar a base polimérica, dentre as mais utilizadas na literatura, que propicie
o crescimento e germinacao fungica além do baixo custo. Ja no segundo capitulo,
intitulado “Inibicdo da germinacgao e do crescimento in vitro do fungo Colletotrichum
okinawense com revestimento de carboximetilcelulose incorporados com diferentes
agentes ativos”, foi realizado uma investigacdo de revestimentos desenvolvidos
com a base de carboximetilcelulose com diferentes agentes ativos, para verificar a
germinacao e o crescimento in vitro do fungo C. okinawense. E, no terceiro e ultimo
capitulo, intitulado “Controle de fungo Colletotrichum okinawense com uso de
revestimentos ativos incorporados com produtos naturais durante o
armazenamento de mamao ‘alianga’, foi verificado o uso dos revestimentos ativos
com produtos naturais para o controle do fungo C. okinawense, durante o

armazenamento dos frutos de mamao. Sendo assim, cada capitulo faz uma



abordagem a fim de selecionar uma base polimérica a ser utilizada, verificar a agdo
dos revestimentos ativos no fungo in vitro e, posteriormente, in vivo.

Diante disso, o objetivo do trabalho é avaliar as formulagbes de
revestimentos ativos com diferentes bases poliméricas e agentes ativos naturais
aplicados no controle de antrachose do maméao. Também sera avaliada a eficiéncia
dos revestimentos na inibi¢do in vitro da antracnose, bem como a aplicag¢ao in vivo
dos revestimentos para avaliar os seus efeitos no controle da doencga, possibilitando

a preservacgao da qualidade e aumento do tempo de armazenamento dos frutos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do mamao

O mamoeiro pertence a classe Dicotyledoneae, subclasse
Archichlamydeae, ordem Violales, subordem Caricineae, familia Caricaceae e
género Carica. A familia Caricaceae possui cinco géneros e 34 espécies. A
distribuicdo do numero de espécies nos cinco géneros ocorre da seguinte forma:
Cylicomorpha (duas espécies), Jacaratia (sete espécies), Horovitzia (uma espécie),
Jarilla (trés espécies) e Carica (21 espécies). O género Carica possui duas sec¢oes:
secao Carica (C. papaya) e secao Vasconcella (20 espécies). A diferenciagao das
espécies da familia Caricaceae ocorre basicamente devido a variabilidade genética
das folhas, inflorescéncias, flores, frutos e sementes. Dentro do género Carica, a
espécie Carica papaya L. € a unica conhecida comercialmente e cultivada na
maioria dos paises tropicais como uma cultura alimentar (Badillo, 1993).

Nao se conhece o local de origem de C. papaya, mas ha relatos na literatura
de que sementes de C. papaya foram encontradas no Panama e na Republica
Dominicana antes de 1525. Acredita-se que o cultivo de C. papaya se espalhou
para o Sul do México, América Central, indias Ocidentais, Bahamas e Bermuda em
1616, sendo, posteriormente, a planta foi introduzida em todas as regides tropicais
e subtropicais do como uma cultura de plantacdo (Dantas et al., 2001).

As plantas da espécie Carica papaya L. apresentam crescimento rapido,
medem cerca de 3,0 a 10,0 metros de altura, podem ser monoicas, dioicas ou
hermafroditas, apresentando flores de coloracdo branca que podem ser
masculinas, femininas ou hermafroditas (Figura 1 B). O caule da planta apresenta
0,20 metros de didmetro. As folhas sdo intercaladas com limbos foliares medindo
até 0,70 metros de diametro (Figura 1 A). O sistema radicular é classificado como
pivotante, com ramificagoes radiais (Cotrut et al., 2017; Wadekar et al., 2021).

O fruto do mamoeiro apresenta o formato ovoide, esférico, ou piriforme,
medindo, em média, de 2 a 10 cm de comprimento por 1,5 a 6 cm de largura.
Apresentam polpa de coloragao verde e quando estd maduro sua coloragao varia
entre amarela, alaranjada, ou avermelhada, sendo geralmente oco (Figura1C e 1
D). Em plantas silvestres, o interior pode ser completamente preenchido por



sementes e massa placentaria. As sementes sao pequenas, de 5 a 7 mm,
mucilaginosa, lisas, e com numerosas protuberancias irregularmente dentadas, em
formas de cristas meridianas agudas e irregulares, e bastante proximas entre si
(Cotrut et al., 2017).

Figura A

Figura B Figura C Figura D

Figura 1. Imagens fotograficas das estruturas da planta de Carica papaya L. (A)
folhas; (B) flor feminina; (C) fruto verde; (D) fruto maduro. Fonte: Wadekar et al., 2021;
Acervo pessoal.

A polpa do fruto maduro de C. papaya L. é rica fonte de nutrientes, como
carotenoides, acidos fendlicos e flavonois, desempenhando um papel importante
como suplemento nutricional antioxidante (Nafiu et al., 2019). Além do fruto in
natura, o0 mamao também €& consumido na forma processada, como em geleias,
sucos, iogurtes e doces (Dotto et al., 2021).

Segundo FAOSTAT (2024), no ano de 2022, o Brasil produziu 1,107 milhdao
de toneladas de frutos de mamao, com uma area de producgéao de 26,4 mil hectares,
se destacando-se no volume de exportagéo do fruto, que foi de 39,8 mil toneladas.



As regides Sudeste e Nordeste sdo os principais polos de producao do fruto, sendo
que os principais estados produtores sao: Espirito Santo, abrigando em Linhares o
maior polo brasileiro de beneficiamento desse fruto para consumo interno e
exportacao, e Bahia, seguido de Rio Grande do Norte, Ceara e Minas Gerais.

O gendtipo ‘Sunrise Golden’, amplamente cultivado comercialmente, é
proveniente de sele¢do de plantas, realizada na empresa Caliman Agricola S/A., no
Estado do Espirito Santo. Possui frutos hermafroditas de formato piriforme, a cor da
polpa é rosa-salmao, cavidade interna estrelada, casca lisa, tamanho uniforme, com
peso médio de 450 g, apresentando excelente aspecto visual. No estadio verde, a
casca apresenta coloragao verde clara. Sdo frutos de boa aceitagdo no mercado
internacional e apresenta alta variabilidade genética (Costa et al., 2015).

A variedade ‘Rb 001-4 Alianga’, pertencente ao grupo solo, foi uma cultivar
selecionada no ano de 2010 por Marin, na Rubisco Genética, e ocupa cerca de 70
% da area cultivada de maméao no estado do Espirito Santo. Destaca-se por sua
tolerdncia @ mancha fisiolégica do mamoeiro, além de apresentar uma polpa
consistente e de qualidade, atendendo o mercado interno e externo (Marin et al,
2018).

O mamao é classificado como fruto climatérico. Mesmo com a cor da casca
ainda verde (embora fisiologicamente maduros), o fruto consegue completar seu
amadurecimento fora da planta-mae. A respiracao do fruto apresenta uma curva
caracteristica: na primeira fase acontece um pequeno consumo na quantidade de
Oxigénio (O2), sendo denominada fase pré-climatérica; e em seguida hd um
aumento de consumo de oxigénio (O2), caracterizando a ascenséao climatérica até
atingir o seu maximo. Apos esse ponto ha pequena reducado na taxa respiratoria,
com decréscimo na absorcao de O (Silva et al., 2015).

Por ser um fruto climatérico, durante seu processo de amadurecimento o
mamao tem um acentuado pico na respiracdo e na producao de etileno, que é
responsavel por acelerar o processo de maturacao (Gongalves, 2013). Durante o
processo de maturacdao, se o fruto for armazenado em altas temperaturas e
condi¢cdes inadequadas de umidade, a senescéncia pode acontecer de forma mais
rapida (Prill et al., 2012).

Durante a maturacao do mamao, sua taxa respiratéria pode ser aumentada
de duas a quatro vezes, chegando a um aumento de até nove vezes. O aumento

da taxa respiratéria provoca consequéncias negativas na conservacao do fruto,



visto que promove aceleragdo na senescéncia, reduz o valor comercial e promove

perda de sabor e peso (Oliveira et al., 2018).

2.2. Perdas p6s-colheita e doengcas no mamoeiro

Perdas pods-colheita sdao perdas que ocorrem no processo de colheita,
durante o transporte, armazenamento e comercializagdo dos frutos. No caso do
mamao, estdo atreladas caracteristicas o como rapido amadurecimento e o
desenvolvimento de microrganismos que afetam sua qualidade final, e resultam em
grandes prejuizos (Barros et al., 2019).

O mamao apresenta alta susceptibilidade a infeccdo por fungos, visto que,
durante seu amadurecimento ocorre aumento dos sélidos soluveis e aumento de
pH, tornando o fruto um substrato atraente para os fungos. O ponto de colheita ideal,
0 manuseio pés-colheita e o transporte e armazenamento do fruto em condi¢gdes
ideais de temperatura e umidade sdo importantes para garantir a qualidade do fruto
e minimizar perdas pos-colheita (Silva e Soares, 2001).

Os frutos do mamoeiro também apresentam respiragao climatérica, ou seja,
continuam sua maturagcao depois da colheita, o que implica em altas taxas
respiratérias e producdo de etileno, tornando-os mais pereciveis quando
armazenados em temperatura ambiente. O controle do amadurecimento é
importante para prolongar a conservacgao dos frutos (Silva et al., 2015).

As doencgas do mamoeiro estao atreladas a regiao de cultivo, as condi¢oes
edafoclimaticas do local, ao manejo da cultura, aos vetores presentes na regiao, a
densidade do indculo e ao proposito da producao, se destinado ao mercado interno
ou externo. Essas doencas tém grande impacto na economia, pois inviabilizam a
comercializacado dos frutos (Costa e Martins, 2015).

Dentre as principais doencas do mamoeiro, as que acontecem na pos-
colheita sdo as podriddes superficiais, podriddes pedunculares e podridées internas
que sao provocadas por fungos dos géneros Colletotrichum, Lasiodiplodia,
Fusarium, Phoma, Rhizopus, entre outros. Esses fungos sao responsaveis por
reduzir a qualidade dos frutos e provocar grandes perdas na producao (Costa e
Martins, 2015).



Segundo Chitarra e Chitarra (2005), as perdas pos-colheita de maméao no
Brasil chegam na ordem de 30% e estdo atreladas a colheita e transporte
inadequados; auséncia de classificagdo no beneficiamento dos frutos; falta de
cadeia de frio; embalagens e falta de tratamentos auxiliares, como o uso de
reguladores vegetais que retardam os processos relacionados a maturagédo e
senescéncia dos frutos em pos-colheita e a aplicacdo de fungicidas que evitam

doencas poés-colheita.

2.3. Fungos do género Colletotrichum e a antracnose

A antracnose € considerada uma das principais doengas do mamoeiro
provocada por fungos do género Colletotrichum. A doenga geralmente acontece no
campo durante os estagios de floracdo e frutificagcdo, e alguns fatores como
umidade, temperatura, condi¢gdes do fruto e concentragao do indculo podem afetar
a infeccao. A infeccdo do fungo no fruto inicia com a germinagao dos conidios e em
seguida, acontece a formacgao de apressorios e cavilhas de penetracao, estruturas
fungicas que auxiliam na penetracdo nos tecidos do hospedeiro. A penetracao
direta nos tecidos pode ocorrer através de feridas ou aberturas naturais (Jeffries et
al., 1990).

O género Colletotrichum, pertencente a familia Glomerellaceae apresenta
cerca de 190 espécies, podendo provocar doengas em cereais, leguminosas, frutos
e vegetais. A doencga que é conhecida como antracnose € responsavel por grandes
perdas globais na producao (Moraga et al., 2019).

As espécies de fungos Colletotrichum usam diferentes estratégias de
infeccdo, podendo ser a hemibiotrofia intracelular (onde o fungo inicia a infeccao se
nutrindo do vegetal e ao atingir a fase de desenvolvimento e colonizacao, o fungo
provoca a morte do tecido vegetal) ou necrotrofia subcuticular (que € a destruicédo
do tecido vegetal). Além disso, os fungos de género Colletotrichum podem produzir
metabdlitos fitotdxicos para o vegetal, liberar enzimas, como a celulase, que
degradam a parede celular vegetal, modificar metabdlitos antimicrobianos das
plantas, e secretar efetores de proteinas que reprogramam a imunidade celular do
hospedeiro. As diferentes estratégias utilizadas dependem das espécies de
Colletotrichum, da espécie hospedeira, da maturidade fisiolégica do hospedeiro e

das condi¢cdes ambientais. Ambas sao utilizadas pelo fungo para facilitar a infecgao
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de plantas hospedeiras e para garantir que a infecgdo ocorra com sucesso (Joshi,
2018; Gomes et al., 2021).
Dentre as varias espécies de Colletotrichum, a espécie mais citada na
literatura como responsavel pela incidéncia de antracnose era o Colletotrichum
gloesporioides, considerado o oitavo fitopatogeno mais importante do mundo
(Moraga et al.,, 2019). Mas recentemente, sabe-se que varios fungos s&o
responsaveis pela antracnose, dentre eles: Colletotrichum okinawense, C.
gloesporioides, C. theobromicola, C. fructicola, C. chryshophilum, C. plurivorum, C.
truncatum, C. Karsti, C. siamense e C. queenslandicum e cada fungo se destaca
na prevaléncia e letalidade da doenca, sendo o fungo C. okinawense o mais
prevalente, encontrado em nove estados produtores de mamao (Vieira et al, 2022).
Quando os conidios de Colletotrichum atingem frutos verdes, eles
germinam em varias horas, diferenciam os apressorios em cerca de 19 horas e
adotam a quiescéncia ou laténcia, onde vao permanecer dormentes nos tecidos do
hospedeiro. Ocorre formagao de um pino de penetragéo na cuticula do fruto para
produzir uma estrutura dendritica que penetra nas células da epiderme do fruto para
formar uma estrutura hifal inchada. Essas estruturas permanecem quiescentes até
o amadurecimento dos frutos e, entdo, se diferenciam-se em hifas necrotréficas
finas e longas (Prusky et al., 2013).

Os sintomas da antracnose aparecem apés a colheita, durante o
armazenamento, o transporte e a comercializagao dos frutos. A antracnose provoca
lesbes arredondadas e profundas nos frutos, que podem chegar a uma area de até
5 cm (Figura 2). Nas lesdes é observado um crescimento fungico de coloracao
réseo que, posteriormente, se torna escuro, constituindo as estruturas reprodutivas
dos fungos. O tecido interno da area infectada é firme, apresenta uma descoloragao
acinzentada que, ao longo do tempo, torna-se marrom. As lesdes sao profundas e
podem se desprender dos tecidos sadios, deixando um orificio no fruto. Essas
lesdes na superficie deixam os frutos pouco atraentes para os consumidores e
consequentemente reduzem o valor de mercado desses frutos. (Costa e Martins,
2015).
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Les3do da antracnose

Figura 2: Fruto de mamé&o com lesdo da antracnose. Fonte: Acervo pessoal.

Além dos frutos, outras partes da planta como folhas, flores e galhos podem
ser infectadas pelo patégeno da antracnose. Os conidios e esporos formados
nesses tecidos infectados sao, posteriormente, liberados e dispersos durante os
dias chuvosos por meio de respingos de agua, ou durante periodos de alta umidade,
tornando-se o in6culo primario para infecgao de frutos na fase de pré- colheita de

mamao (Talinhas et al., 2011).

2.4. Mecanismos de inibicdo de compostos bioativos sobre os fungos

Ha relatos na literatura que o mecanismo de acao de compostos bioativos
sobre fungos envolve coagulagao citoplasmatica, inibicdo de enzimas fungicas e
disturbios no material genético, que vao inibir a germinacdo de esporos e o
crescimento micelial (Burt, 2004; Liu et al., 2007; Hernandez-Lauzard et al., 2006;
Rabea et al., 2003; Meng et al., 2010).

Mohammadi et al. (2015) sugerem os Oleos essenciais provoquem
alteracdes na estrutura da parede celular do fungo, enquanto a quitosana afeta a
morfogénese da parede celular, favorecendo com que aconteca a morte da célula
fungica.

Alguns fatores podem influenciar no mecanismo de acdo da base
polimérica, associada com 6leo essencial contra fungos, tais como: tipo do 6leo
essencial, eficacia da matriz polimérica em liberar compostos antimicrobianos, do
tipo de fruta, do tipo de microrganismo patogénico e da taxa de respiracao do fruto
(Park et al., 2008). Fatores como complexo sistema hospedeiro, tipo do patégeno,

caracteristicas do composto antimicrobiano e da resisténcia da casca de frutos a
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difusdo do composto antimicrobiano podem impactar a atividade biologica de
alguns compostos (Yuan et al.,2016).

Os Oleos essenciais possuem atividade antimicrobiana sobre diversos
microrganismos e esta atividade n&do pode ser explicada por um unico mecanismo
de acdo. Grande-Tovar et al. (2018) descrevem que varios mecanismos de agao
podem acontecer quando se usa quitosana associada com Oleo essencial, tais
como: alteracao da superficie e estrutura da parede celular; aumento na captagao
de oxigénio; rompimento da quitina; mudanga conformacional da quitina-sintase;
desestabilizacdo da membrana citoplasmatica; interagao com proteinas e porinas e
vazamento de ions citoplasmaticos (K + ); rompimento das membranas celulares
(isto é, nuclear e mitocondrial); producao de espécies reativas de oxigénio (ROS);
interacdo com o DNA e inibicdo da sintese de RNA e a inibicdo da sintese de
proteinas.

O mecanismo de ag&o considerado mais importante esta relacionado
com danos nas propriedades funcionais e estruturais da membrana celular, ja que
esta membrana é muito importante para a viabilidade e crescimento do fungo. Por
serem hidrofébicos, os 6leos essenciais conseguem interagir com a membrana
celular do fungo e ser incorporado por esta membrana, causando perturbagoes
internas nas células do fungo, como: mudancas na fluidez, aumento da
permeabilidade da membrana da célula, perda de material intracelular, inibicao da
absorcao de nutrientes e morte celular (da Silva et al., 2021).

A parede celular dos fungos apresenta uma estrutura rigida e dinamica e
s&o muito importantes para o crescimento e desenvolvimento celular. E ela que
determina o formato da célula, garante a protecao fisica, suporte osmoético, adesao
e reproducao (Kaori Fakuda et al., 2009).

Os componentes mais abundantes da parede celular dos fungos sao
quitina, glucanas, galactomananas e proteinas, além disso apresentam
polissacarideos, lipideos, polifosfatos e ions inorganicos (Adams, 2004). Os
componentes da parede celular dos fungos sao importantes, pois sdo os alvos para
0 mecanismo de acao dos componentes bioativos (Bergold et al., 2004).

Ja os extratos aquosos também sao muito utilizados para controlar
microrganismos patogénicos, embora 0 mecanismo de ag¢ao de extratos aquosos

contra fungos nao seja bem descrito na literatura. Segundo da Silva et al. (2021), o
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extrato de alho impede germinacgao de estruturas reprodutivas e inibe a formagéo

de tubo germinativo de Candida albicans.

2.5. Uso de revestimento ativo

Os revestimentos ativos sdo uma camada fina e continua que é depositada
e formada no alimento atuando como uma barreira contra a umidade e os gases,
protegendo o alimento e aumentando sua vida util (Elsabee e Abdou, 2012).

Os revestimentos ativos sdo formados a partir de diferentes materiais,
sendo os polissacarideos os mais utilizados. Esses polimeros naturais sao
facilmente preparados e apresentam grande disponibilidade e facilidade de
obtencdo na natureza, quando comparados aos polimeros sintéticos. Os
polissacarideos mais utilizados sdo amido, quitosana e goma arabica (Azevedo et
al., 2007).

Os revestimentos ativos promovem interagao entre o produto, o filme e o
ambiente, tendo como objetivo aumentar a vida util dos frutos, e atuar como barreira
a gases e ao vapor de agua. Além disso, os revestimentos ativos modificam a
atmosfera interna dos frutos, reduzem sua degradagédo, aumentam a sua vida util e
atuam como carreadores de compostos antimicrobianos, antioxidantes, entre outros
(Oliveira Filho et al., 2021).

A aplicacao de revestimentos em frutos leva a formacao de uma cobertura
na sua superficie externa e preenche parcialmente os estdmatos e lenticelas,
reduzindo a transferéncia de umidade e as trocas gasosas dos frutos. A aplicagao
do revestimento no fruto pode acontecer por meio de (i) imersao rapida do fruto em
uma solucao filmogénica (o alimento € imerso em uma solucao filmogénica,
posteriormente é retirado e deixado em repouso até que a agua evapore e a pelicula
se forme sobre o fruto), conforme ilustra a Figura 3, ou (ii) por meio de aspersao da

solucao sobre o fruto (Oliveira Filho et al., 2021).
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Figura 3: Esquema da formacao do revestimento no mamao. (A) aplicagdo do
revestimento, (B) Drenagem do revestimento ativo onde € observada a evaporagao da agua
do revestimento e reticulacdo do polimero formando a cobertura no fruto, (C) secagem do
fruto em estantes para formac¢do de uma camada estavel. Fonte: Acervo pessoal.

Segundo Salgado et al. (2015), para a preparacdo de uma solucao
filmogénica, € necessaria a mistura de alguns compostos, tais como: agentes
formadores de matriz (polissacarideo, proteinas ou lipideos), um solvente (agua,
etanol ou a mistura de agua e etanol) e um agente plastificante (Glicerol, sorbitol,
acidos graxos etc.). Além disso, outros aditivos podem ser incorporados no
revestimento, como: agentes surfactantes, quando a matriz € lipidica (Tween 80,
lecitina etc.), ajustadores de pH (acido acético, hidréxido de amdnia etc.),
compostos bioativos antioxidantes ou antimicrobianos, quando for necessario (Silva
et al., 2013; Ferreira, 2006).

2.6 - Aditivos em revestimentos

Os aditivos utilizados para elaboracao de revestimentos ativos possuem a
funcao de melhorar as caracteristicas do revestimento. Podem ser incorporados ao
revestimento: agentes  plastificantes, agentes surfactantes, agentes

antimicrobianos e agentes antioxidantes (Salgado et al., 2015).

2.6.1- Plastificantes

Os plastificantes sdao moléculas importantes para a formulacdo de

revestimentos com matriz de polissacarideos, pois € capaz de modificar as
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propriedades dos filmes diminuindo a rigidez e aumentando a flexibilidade (Gontard
et al., 1993). O plastificante mais utilizado na elaboracado de revestimentos é o
glicerol (Swain et al., 2004).

E importante definir adequadamente a concentracao ideal de plastificante a
ser utilizada, visto que baixas concentragdes resultam em baixa flexibilidade e baixa
hidrofilicidade. J& as altas concentragdes resultam em um revestimento pegajoso e
de dificil aplicacdo (Gaudin et al., 2000; Mali et al., 2005; Chang et al., 2006;
Shimazu et al., 2007).

O glicerol € um liquido incolor, de gosto adocicado, viscoso, sem cheiro e
derivado de fontes naturais ou petroquimicas. A solubilidade do glicerol em agua e
sua higroscopia sdo explicadas por sua estrutura que apresenta trés grupos
hidroxila (Beatriz et al., 2011). Quando é adicionado no revestimento, o glicerol,
através de pontes de hidrogénio, interage com as cadeias de polissacarideos e
diminui as interagdes intermoleculares, resultando no aumento da flexibilidade
(Shimazu et al., 2007).

2.6.2. Surfactantes

Os agentes surfactantes sao substancias que apresentam uma parte polar
e outra apolar, tendo afinidade com agua e com lipideos, apresentam a funcéo de
diminuir a tensao superficial e influenciar na superficie de contato de dois liquidos.
O principal surfactante utilizado em revestimento ativo € o Tween 80 (Janjarasskul
e Krochta, 2010; Rodriguez et al., 2006).

O Tween 80 é muito utilizado em revestimentos ativos que contenham 6leos
essenciais para melhorar a solubilizagdo do material hidrofobico (6leo essencial)
em agua. Sua formula quimica € Ce4H124026 e possui densidade de 1,06 g/cm?
(Pinto, 2012).

2.6.3. Antimicrobianos
Compostos bioativos também podem ser incorporados nos revestimentos,

surgindo como uma alternativa ao uso dos conservantes quimicos, visto que

mantém a qualidade do produto, contribuem para um maior prazo de validade,
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favorecem a sustentabilidade do planeta por serem compostos biodegradaveis,
além disso, ndo provocam maleficios para a saude humana (Petkoska et al., 2021).
Os compostos bioativos, tais como Oleos essenciais (OEs) e extratos
aquosos ou etandlicos (EA/ EE) sao extraidos de plantas e contribuem para o
desenvolvimento de tecnologias ecologicamente corretas que possam melhorar as
propriedades dos alimentos de rapida deterioragcdo, como ocorre com as frutas
(Bermudez-Oria et al., 2017; Rosseto et al., 2021). Estes compostos bioativos
também se mostram formas alternativas de controlar doengas de plantas, pois
possuem acdo fungitoxica, conseguindo inibir o crescimento micelial e a
germinagao de esporos dos fungos (Jinga et al., 2018).

As plantas produzem dois tipos de componentes organicos: os metabdlitos
primarios que atuam nas fungdes bioldgicas fundamentais da planta e os
metabolitos secundarios, que atuam na sobrevivéncia da planta diante da
competicdo do ambiente (Vizzotto et al., 2010). Os metabdlitos secundarios séo
uma forma de defesa natural das plantas contra patdgenos e predadores (Santos,
2015; Jamal et al., 2008).

Apés aplicacao do revestimento, as substancias bioativas provenientes do
metabolismo secundario das plantas, conseguem migrar para o alimento e
provocam aumento da fase hidrofébica do polimero, reducéo da tendéncia do filme
a capacidade de adsorcao de agua, e diminuicdo da permeabilidade ao vapor de
agua, formando uma estrutura mais compacta. Além disso, atuam como barreira,
dificultando a entrada de patdgenos na superficie do alimento (Fucinos et al., 2012;
Rangaraj et al., 2021).

Os 6leos essenciais sao metabolitos secundarios, que podem ser extraidos
de plantas via métodos de hidrodestilacdo, destilacdo a vapor, extracdo por
solventes organicos, extracao por fluido supercritico e prensagem a frio (Rios e
Recio, 2005; Yusoff, 2011; Barros, 2014). Sdo compostos por fendis, aldeidos,
cetonas, terpenos, carboidratos, éteres e alcoois (Vianna et al., 2021). Os OEs
possuem atividade antioxidante, antimicrobiana e podem aprimorar as
propriedades de barreira dos revestimentos ativos (Fiore et al., 2021). Sao
utilizados como substituintes de conservantes quimicos, por serem aprovados como

aditivos pela Food and Drug Administration (FDA) (Sharma et al., 2021).
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Seydim et al. (2020) constataram que revestimentos comestiveis de
proteina do soro do leite contendo 6leos essenciais de orégano e alho s&o eficazes
na inativagado microbiana de queijo fatiado.

A utilizacdo de revestimento ativo a base de O carboximetilquitosana
associado ao 6leo essencial de orégano é eficiente na reducéo da perda de massa
de goiabas em até 81% e diminuicdo da velocidade do crescimento de bolores e
leveduras nas frutas revestidas, quando comparadas as frutas sem cobertura
(Tavares et al., 2018).

Oleo essencial de cravo-da-india incorporado no revestimento & base de
fécula de mandioca é eficiente no controle da antracnose e nas caracteristicas
fisico-quimicas do mamé&o (Santos et al., 2019).

Melgéo et al. (2018) verificaram que o revestimento ativo & base de
quitosana associado com 6leo essencial de mentol se mostrou eficiente para
conservacao pds-colheita de morangos.

Embora o uso de Oleos essenciais apresente muitos beneficios, vale
destacar que eles apresentam algumas limitagées, como baixa solubilidade, alta
volatilidade, aroma forte e a possibilidade de afetar negativamente as propriedades
organolépticas dos alimentos (Sharma et al., 2021).

Ja os extratos vegetais que também sao extraidos de plantas, geralmente
das folhas, com um solvente que pode ser agua ou alcool, apresentam em sua
composicao substancias biologicamente ativas que podem atuar contra patoégenos
de plantas (Gelinski et al., 2007). Os extratos vegetais possuem acgao
antimicrobiana e sao inofensivos ao meio ambiente, quando comparados as
substancias sintéticas (Phatik et al., 2014; Choudhury et al., 2018).

Pesquisas in vitro e in vivo estao relatadas na literatura e demonstram que
diversos patégenos podem ser controlados com extratos vegetais. O Colletotrichum
gloesporioides, agente que provoca antracnose em frutos de mamao, pode ser
controlado com uso de extrato cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e canela
(Cinnamomum zeylanicum) nas concentragcbes de 15% em revestimento de
quitosana (Casemiro et al., 2019). Extratos de gengibre e graviola também sé&o
eficazes para combater o C. gloesporiesdes, causador da antrachose do mamao
(Alves et al., 2020).

Segundo Rocha (2019), o extrato da folha de Prosopis Juliflora (Sw)

apresenta potencial antifungico contra C. gloeosporioides do cajueiro.
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Em frutos de morangos, o extrato vegetal aquoso de pimenta rosa (Schinus
terebinthifolius Raddi) atrasa o crescimento micelial do fungo fitopatogénico
Colletotrichum, agente causal da antracnose em morangueiro (Melo e Zacharias,
2019).

2.7. Revestimento ativo de quitosana

A quitosana € um polissacarideo derivado do processo de desacetilagao da
quitina em altas temperaturas. E encontrada no exoesqueleto de crustaceos,
moluscos, parede celular de fungos e insetos (Cong et al., 2007). A molécula de
quitosana (Figura 4) € formada por um grupo amina, na posi¢cado C-2, e dois grupos
hidroxilo, nas posi¢coes C-3 e C-6. Alteragbes nestes grupos conferem diferengas
nas caracteristicas do produto, o que caracteriza suas diferentes aplica¢des do
produto (Carvalho, 2020).

B NI
DZQ D:K OH

A B

Figura 4: Estrutura quimica da quitina (A) e quitosana (B). Fonte: Silva et al.
(2006).

A quitosana é um composto muito estudado devido suas propriedades
fisicas e biologicas. Ela é utilizada para formulacbes de cosméticos, produtos
farmacéuticos, aplicacbes em biotecnologia, na agricultura e no processamento de
alimentos (Alishah et al., 2011).

O produto é soluvel em solugcdo com pH menor que 5, e quando é
neutralizada, forma o filme (Porter et al., 2000). A quitosana forma revestimentos
resistentes e apresenta caracteristicas de baixo custo, € biodegradavel, com
propriedades antifungicas e antimicrobianas. Além disso, possui permeabilidade
seletiva aos gases (CO2 e O2) e boas propriedades mecanicas (Martinez-Camacho

et al,, 2010). O revestimento formado com a quitosana cria uma barreira

semipermeavel, controlando as trocas gasosas e diminuindo a perda de agua,
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mantendo a firmeza dos tecidos e reduzindo a degradacao microbiana dos frutos,
aumentando sua vida prateleira (Dong et al., 2004).

A quitosana € um composto inodoro, insipido e quando aplicada no
alimento é capaz de formar um filme transparente, portanto ndo altera as
propriedades dos alimentos (Campana-Filho et al., 2007; Shao et al., 2015).

Segundo Bautista-Barios et al. (2003), a quitosana mantém a qualidade de
frutas e vegetais, reduz a taxa de respiracao, reduz a producédo de etileno e a
transpiragdo. Também apresenta propriedades fungistaticas e/ou fungicidas contra
patdgenos que atacam diversas frutas e vegetais.

Estudos em pos-colheita com mamao minimamente processado mostraram
qgue revestimentos formados com quitosana atuam de forma positiva na cor, firmeza
e crescimento microbiano, contribuindo para uma maior conservagcdo do mamao
(Gonzalez-Aguilar et al. 2009).

Ja os estudos realizados por Luna et al. (2001) apontam que as perdas pos-
colheita de maméao provocadas por fungos, tornavam-se menores nos tratamentos
que utilizam revestimento com quitosana, quando comparados com tratamentos
com banho de agua quente e thiabendazole (fungicida).

O crescimento in vitro de Colletotrichum gloesporioides € inibido com a
utilizacado de quitosana nas concentragdes de 2,5% e 3% no periodo de incubacgao
de sete a 25 dias. Ja in vivo (nos frutos de maméao) ocorre efeito fungicida em frutos
tratados com 1,5% de quitosana (Batista-Baros et al., 2003).

Vieira et al. (2009) comprovaram que a quitosana aplicada em mamao
consegue aumentar a vida util do fruto por seis dias, visto que reduz até cinco vezes
a contaminacdo por fungos e leveduras e em 60% a contaminacdo por
microrganismos mesofilos.

Oliveira et al. (2017) estudaram a aplicacdo de quitosana e do dleo
essencial de Mentha piperita L. incorporados em revestimentos, para controle do
crescimento micelial de cinco diferentes espécies de Colletotrichum (C. asianum,
C. dianesei, C. fructicola, C. tropicale e C. karstii), responsaveis pela antracnose em
manga (Mangifera indica L.) in vitro e in situ, usando a cultivar de manga Tommy
Atkins. O crescimento in vitro foi inibido com a utilizacdo de quitosana (2,5; 5; 7,5 e
10 mg/mL) e do 6leo essencial de Mentha piperita L. (0,3; 0,6; 1,25; 2,5 e 5 pL/mL).
No estudo in vivo, com aplicacao de revestimento contendo Smg/mL de quitosana

e Oleo essencial de Mentha piperita L. (0,6 ou 1,25 pl/mL) verificou-se que no 15°
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dia de armazenamento as lesbes eram menores nos tratamentos que usaram

quitosana mais o6leo essencial, quando comparados com fungicida difenoconazol.

2.8. Revestimento de carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose (CMC) & um polissacarideo derivado da celulose
(Figura 5), amplamente utilizada como base para produgdo de revestimento ativo
devido suas caracteristicas que facilitam seu uso: € um produto soluvel em agua,
oriundo de fonte renovavel, € abundante na natureza, apresenta baixo custo e nao
€ toxico. Além disso, a carboximetilcelulose forma filmes transparentes, faceis de

manusear e preparar (Santos et al, 2021).

Figura 5: Estrutura quimica da carboximetilcelulose.
Fonte: Adaptado de Kaistner 1996.

A CMC é uma base muito interessante para o desenvolvimento de
revestimento ativo, pois além das caracteristicas ja citadas, a CMC também
apresenta alta propriedade de barreira ao oxigénio, caracteristica que influencia na
conservacgao do fruto revestido (Saxena et al., 2020).

De acordo com Eyiz (2020), o revestimento ativo a base de CMC preserva

a qualidade dos frutos, além de prolongar sua vida util. Em morangos tratados com

CMC e oleo essencial de Lippia sidoides 62,5 a 125 ul L -1 foi observada uma

reducao na severidade da doenca provocada por Botrytis cinerea, além de menor
perda de massa e mudancgas minimas nos atributos sensoriais (Oliveira et al., 2024).

Carvalho (2022) verificou que o revestimento preparado com 3% de CMC,
aplicado em mangas durante o armazenamento a 20°C por 10 dias, foi eficiente
para atrasar o amadurecimento da fruta, garantiu que nao tivesse aumento dos

soélidos soluveis totais, além de garantir que ndao acontecesse diminuicdo da
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firmeza. Houve manutencgéo da cor da casca da manga, quando comparada com

frutos que nao receberam o revestimento.

2.9. Revestimento de amido

O amido de mandioca é o segundo polimero mais encontrado na natureza,
e vem sendo utilizado na elaboragdo de revestimentos comestiveis por ser uma
matéria prima que apresenta baixo custo, € transparente, apresenta boa resisténcia
as trocas gasosas e resisténcia aos danos mecanicos (Nunes et al., 2017).

O preparo do revestimento de amido € simples e rapido, e para isso &
necessario que ocorra a geleificagdo do amido, que acontece a partir da diluicdo
em agua a 702C por alguns minutos e depois resfriamento. O revestimento de amido
€ transparente e brilhante, melhora o aspecto visual dos frutos, néo € toxico, e pode
ser removido com agua (Henrique et al., 1999).

A aplicacado do revestimento de fécula de mandioca, na concentragcao de
5%, em tomates ‘TY’ proporcionou ao fruto maior firmeza e uma menor perda de
massa, quando comparado ao tratamento controle. Além disso, foi observada uma
preservacao dos teores de acidos organicos na polpa do fruto, retardamento do
amadurecimento dos frutos e aumento da luminosidade (Carvalho et al., 2022).

O revestimento de amido de mandioca na concentracdao de 2,6 %, com
adicdo de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) e casca de canela
(Cinnamomum zeylanicum Breym) foi eficiente para reduzir a taxa de
escurecimento enzimatico e aumentar a vida util de prateleira das bananas (Musa
Subgrupo Prata) (Thode filho et al., 2021).

2.10. Extrato de Momordica charantia L.

Momordica charantia L. € uma planta conhecida popularmente como
Meldo-de-Sao-Caetano, pertencente a familia Cucurbitacea. Considerada uma
trepadeira, € uma planta muito cultivada em regides tropicais e subtropicais para
uso medicinal, na india, é utilizada para alimentacéo (Yan et al., 2019).

A planta € muito encontrada no Brasil e se caracteriza por apresentar
gavinhas simples, longas e com caule herbaceo, fino e verde. Os frutos, quando
maduros, apresentam de 2 a 7 cm de comprimento € 1,4 a 2 cm de largura, e
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apresentam coloracdo amarelo-alaranjada. As folhas s&o alternadas,
membranosas e simples (Figura 5). As flores apresentam coloragcdo amarela, e as
sementes sao envoltas por uma substancia avermelhada e comestivel (de Oliveira
et al., 2018).

Figura 5: Folhas de Momordica charantia L. Fonte: Acervo pessoal.

Momordica charantia L. apresenta muitos compostos bioativos, como:
alcaloides, taninos, saponinas, flavonoides, glicosideos e esteroides que sao
responsaveis por atividades anticancerigenas, ateroscleréticas, anti-inflamatoérias,
antioxidantes, antidiabética, neuroprotetora, reducdo da obesidade e atividades
antimicrobianas (de Oliveira et al., 2018).

Segundo Guarniz et al. (2019), os principais constituintes quimicos das
folhnas de M. charantia L. sdo os triterpenoides tetraciclicos e seus glicosideos, a
maioria dos quais é conhecida como cucurbitanos, e sdo conhecidos por sua
amargura e efeitos bioldgicos.

Extratos de Momordica charantia L. possuem ac¢ao contra Staphylococcus
aureus, se mostrando-se uma alternativa que pode ser utilizada na saude publica
(do nascimento et al., 2019). Vieira (2019) identificou que extratos das folhas de
Momordica charantia L. sdo eficazes para inibir o crescimento de leveduras do
género Candida.

Celoto (2005) verificou que o extrato aquoso de Momordica charantia L.

inibe 86% do fungo Colletotrichum musae, fitopatdgeno causador da antracnose

em frutos de bananeira. Ja Celoto et al. (2008), identificaram que o extrato de
Momordica charantia L. proporciona maiores porcentagens de inibicdo contra

Colletotrichum gloesporioides quando comparado com outros 21 extratos vegetais.
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2.11. Extrato e 6leo de Azadirachta indica A. Juss

A arvore nim ou neem (Azadirachta indica A. Juss) pertence a familia
Meliaceae e ao género Azadirachta. E originaria de Mianmar e da regido do

subcontinente indiano (Bittencourt, 2009; Morgan, 2009).

As folhas e as sementes de nem sao utilizadas para producéo de 6leos e
extratos com acdo inseticida, inibidora do desenvolvimento, antifungica e
antibacteriano. As principais substancias encontradas nestes 6leos e extratos séo
a azadiractina, azadiradiona, nimbina e salanina, que sao responsaveis pela
atividade antifungica, antibacteriana e inseticida desses 6leos e extratos (Oliveira,
2015).

Ja no ano de 2015, foi verificado por Duong at al. (2015), que o d6leo de
neem, inibiu o crescimento micelial dos fungos Rhizoctonia solani, Scletorium
rolfisii, Colletotrichumspp. e Phytophthora capsici.

Miyae Shamsi (2017), demonstrou que o extrato aquoso de neem,
incorporado ao meio de cultivo BDA nas concentragctes de 15% e 20%, foram
eficientes para inibir totalmente o crescimento micelial e esporulagdo dos fungos
Curvularia brachyspora, Fusarium sp. e Rhizopus stolonifer.

O extrato de casca de nem na concentragao de 50% v/v, mostrou atividade
antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (Katiyar et al., 2023).

A planta de neem apresenta genes especificos com capacidade
moduladora da atividade de enzimas antioxidantes e isso € uma alternativa que
deve ser explorada, ja que algumas rotas metabdlicas podem ser ativadas no
vegetal, a fim de induzir mecanismos de resisténcia as plantas. Isso pode garantir
0 manejo de algumas doencas e o controle de fitopatdogenos, resultando na
diminuicdo do uso de fungicidas sintéticos e agrotoxicos que provocam danos ao

meio ambiente (de Melo et al., 2021).
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3. TRABALHOS

3.1 EFEITO INIBITORIO DE REVESTIMENTOS COM DIFERENTES BASES
POLIMERICAS NA GERMINACAO E CRESCIMENTO IN VITRO DE FUNGO
CAUSADOR DE ANTRACNOSE

Reproduzido com permissao:
Isamara RG, Solange SS, Gabriel BT, Pedro SR, Eder DR. (2024). Inhibitory effect
of coatings with different polymeric bases on germination and in vitro growth of
anthracnose fungus. Food Science and Technology, 44: 11-22. DOl
https://doi.org/10.5327/fst.00384.

RESUMO

O fungo Colletotrichum theobromicola € uma das espécies que provoca uma
doenca no fruto do mamoeiro conhecida como antracnose, que inviabiliza o
consumo do mamao, resultando em grandes perdas pos-colheita. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de trés bases poliméricas em suas concentragoes
usuais: Amido (6% m/v), carboximetilcelulose (CMC, 1% m/v) e Quitosana (2% m/v),
sobre os parametros de crescimento in vitro de C. theobromicola: germinacao,
contagem de conidios e permeabilizacdo da membrana, a fim de identificar uma
base polimérica mais adequada para ser aplicada no desenvolvimento de
revestimento ativo para conservagao poés-colheita de mamodes. O crescimento in
vitro foi determinado em placas de Petri, por sete dias, ja a germinacdo e a
permeabilizacdo da membrana foram avaliadas apos 24 h de incubacgao a 25 + 30C
e a contagem de conidios foi feita com as amostras apds sete dias de crescimento.
Neste trabalho foi verificado que as diferentes bases poliméricas interferem na
germinacao e no crescimento micelial do fungo C. theobromicola. O revestimento
com quitosana causou a inibicao total da germinacéo e do crescimento in vitro do
fungo. A germinacao e o crescimento in vitro foram mais facilitados no revestimento
com 6% de amido. No entanto, o revestimento contendo 1% de CMC também
apresentou alta proporcdo de germinacao dos conidios, porém com menor
proporcao de crescimento micelial do que o revestimento com 6% de amido. Assim,
com base no alto custo da quitosana, a CMC pode ser considerada como uma base
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polimérica mais adequada para a formulagéo de revestimentos ativos aplicados na

conservagao pos-colheita do mamao.

Palavras-chave: Amido; Carboximetilcelulose; Quitosana; C. theobromicola
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INHIBITORY EFFECT OF COATINGS WITH DIFFERENT POLYMERIC BASES
ON GERMINATION AND IN VITRO GROWTH OF ANTHRACNOSE-CAUSING
FUNGUS

ABSTRACT

The fungus Colletotrichum theobromicola is one of the species that causes a disease
in papaya fruit known as anthracnose, which makes papaya unviable for
consumption, resulting in large post-harvest losses. The objective of this study was
to evaluate the effect of three polymeric bases at their usual concentrations: Starch
(6% wi/v), Carboxymethyl cellulose (CMC, 1% w/v) and Chitosan (2% w/v), on the in
vitro growth parameters of C. theobromicola: germination, conidial count and
membrane permeabilization, in order to identify a more suitable polymeric base to
be applied in the development of an active coating for post-harvest conservation of
papayas. In vitro growth was determined in Petri dishes for 7 days, while germination
and membrane permeabilization were evaluated after 24 h of incubation at 25 + 3°C,
and conidial counts were performed on samples after 7 d of growth. In this study, it
was verified that different polymeric bases interfere with the germination and mycelial
growth of the fungus C. theobromicola. The chitosan coating caused total inhibition
of germination and in vitro growth of the fungus. Germination and in vitro growth
were facilitated more by the coating with 6% starch. However, the coating containing
1% CMC also showed a high proportion of conidial germination, but with a lower
proportion of mycelial growth than the coating with 6% starch. Thus, based on the
high cost of chitosan, CMC can be considered as a more suitable polymeric base for

the formulation of active coatings applied in the post-harvest conservation of

papaya.

Keywords: Starch; Carboxymethyl cellulose; Chitosan; C. theobromicola.
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1. Introducéo

A doenca de antracnose nos frutos de mamoeiro é causada por algumas
espécies de fungos do género Colletotrichum spp, sendo que dez espécies foram
identificadas em culturas de mamoeiros no Brasil: C. truncatum, C. okinawense, C.
gloeosporioides, C. Kkarsti, C. siamense, C. fructicola, C. plurivorum, C.
theobromicola, C. chrysophilum, C. queenslandicum (Santos Vieira et al., 2022).

A antracnose € caracterizada por lesbes arredondadas alaranjadas e
escuras na casca no fruto. Devido a antracnose cerca de 30% da producéo de
mamao € perdida, pois o fungo deixa o fruto inviavel para o consumo. Tratamentos
com fungicidas sintético séo utilizados para combater a antracnose, mas seu uso
prolongado pode provocar resisténcia aos patdgenos, contaminagdo ambiental,
além de representar um risco para a saude dos consumidores (Ali et al., 2015).

Os revestimentos ativos tém se mostrado uma interessante fonte de pesquisa
para controlar fungos na fase pdés-colheita dos frutos, visto que possuem baixo
custo, grande disponibilidade na natureza, ndao sao téxicos, além de serem
biodegradaveis (Dos Passos Braga et al., 2019). Os revestimentos ativos prolongam
a vida util dos frutos, formando uma barreira semipermeavel a gases, diminuindo a
perda de agua e taxa respiratéria (Dotto et al., 2015). Os principais componentes
utilizados na preparacao dos revestimentos ativos sdo polissacarideos, proteinas e
lipidios (Friedrichsen et al., 2022; Chen et al., 2019).

O amido de mandioca € um polissacarideo muito utilizado como fonte para
preparo de revestimento ativo, e isso se deve as suas caracteristicas hidrofilicas,
ao seu baixo custo, facil manuseio, abundancia na natureza e biodegradabilidade
(Villadiego et al., 2005). O revestimento de amido possui caracteristica gelatinosa e
de cor esbranquicada com capacidade de retardar o amadurecimento de frutos e
diminuir a perda de massa do produto (Costa et al., 2022). Estudos demonstram
sua eficiéncia em aumentar a vida de prateleira da péra (Botrel et al., 2010), reduzir
a ocorréncia da antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’ (de Souza Coelho et al., 2017)
além de preservar a qualidade dos morangos (do Amaral et al., 2020).

A carboximetilcelulose (CMC) é um polimero derivado da celulose, apresenta
alta solubilidade em agua, seu custo € baixo, seu revestimento &€ de coloracao
transparente e apresenta boas propriedades de barreira ao oxigénio, resultando em
retardo da maturacado do fruto e melhora da aparéncia comercial
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(Silva et al., 2023; Dong, 2017). O revestimento de CMC associado ao oleo
essencial de pimenta rosa foi eficaz para inibir a perda de massa de morangos (de
Andrade et al., 2022).
Ja a quitosana é um polissacarideo de alto custo comercial, derivado da
desacetilagao da quitina a partir de residuos bioldégicos marinhos de moluscos e
crustaceos (Whistler, 1993). E um polissacarideo muito utilizado nas formulacées
de revestimento ativo devido sua ac¢do antimicrobiana e sua propriedade de
barreira. Pavinatto et al. (2020) descrevem a utilizacdo do revestimento de
quitosana como barreira de protecdo fisica e microbioldgica de morangos in natura.
As pesquisas normalmente avaliam a acao de revestimentos de amido,
carboximetilcelulose e quitosana incorporados com 0leos e extratos vegetais que
apresentam agao antifungica contra antracnose (Assumpgéao et al., 2020; Trigo et
al., 2012). Porém néo ha relatos na literatura sobre a avaliagdo da influéncia de
diferentes bases poliméricas sobre o crescimento dos fungos, notadamente com a
aplicagao de testes microscoépios para verificar o efeito destes revestimentos sobre
o crescimento e germinacao do fungo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
de trés bases poliméricas: amido, CMC e quitosana, nas concentragdes usuais
aplicadas para revestimento dos frutos, sobre os parametros de crescimento do
fungo, germinacao e contagem de conidios, a fim de identificar uma base polimérica
mais adequada para ser aplicada no desenvolvimento de revestimento ativo para

conservacgao pos-colheita de mamoes.
2. Material e métodos
2.1. Materiais
Os materiais utilizados para o preparo do revestimento foram adquiridos
comercialmente, o amido soluvel P.A e a carboximetilcelulose foram adquiridos na
Dinamica Quimica Contemporanea Ltda e a quitosana adquirida na Sigma-Aldrich.

2.2. Isolamento e caracterizacao do fungo

O fungo Colletotrichum spp foi isolado diretamente de frutos de mamao

Carica papaya L. adquiridos no mercado de Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil.
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Os frutos foram mantidos em camara de incubac&do BOD (SP Labor) na temperatura
de 25 °C, até adquirir sintomas da doencga e sinais do patdégeno. O isolamento
ocorreu na clinica fitossanitaria da Universidade Estadual Norte do Fluminense
Darcy Ribeiro, utilizando uma capela de fluxo laminar. Com o auxilio de uma alga
de platina estéril, foi coletada parte da lesdo da antracnose do fruto do mamao que,
em seguida. foi colocada sobre a placa de Petri contendo 20 mL do meio de cultura
Agar Batata Dextrose (BDA) (KASVI), esterilizado em autoclave, com temperatura
de 121°C e pressao de 1 kgf/cm2, durante 15 minutos. Na sequéncia as placas
foram incubadas em B.O.D., a uma temperatura de 28°C por cinco dias, para
observacgao do crescimento do fungo.

A caracterizagdo morfoldgica do fungo foi realizada conforme metodologia
descrita por Chaudhary et al. (2020), que consiste na observagao de isolados com
sete dias de crescimento, sendo observado a cor da cultura (Fig.1-A e B), o padréao
de crescimento micelial e morfolégico e as caracteristicas dos esporos (Fig. 1-C),

como comprimento e didmetro, todas realizadas com o auxilio de um microscépio.

Figura 1: Caracteristicas da cultura de C. theobromicola mostrando o micélio com vista
superior da placa (A), micélio com vista inferior da placa (B) e caracteristicas dos esporos
(C). Fonte: Arquivo pessoal.

2.3. ldentificacdo genética

A identificacdo do fungo foi realizada por meio do servico de identificacao
fornecido pela Colecdo de Culturas da Micoteca URM da UFPE (WFCC 604)
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(UFPE, 2024), utilizando protocolo padronizado de extracdo de DNA e reagbes em
cadeia de polimerase (PCRs). Resumidamente, para a extragdo do DNA foi utilizado
o Promega Ge-nomic DNA Purification Kit (Wizard Genomic DNA Purification Kit),
seguindo a metodologia recomendada pelo fabricante. Apds a obtengcdo do DNA,
foram realizadas PCRs para amplificar genes ou regides mais adequadas,
conforme descrito na literatura atual (Santos Vieira et al., 2020). A seguinte
sequéncia foi identificada para Colletotrichum theobromicola:

Gene gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
CCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACT
TACCCCTCCAAACTCGCCACTACTTCACACCCGCCACGGCCGCTGCTGTCGT
TCACACCTTCCCGCCTGTATTTGGTAGACTACAAGGCCAACGTGAATTGATGC
CAATTGATACCATGGCTCGGCACGGCCGGACACAGCTATCACTCATCTCAGC
CCCATCTGTCACATGTACTGACTCGCACTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTAC
GACTCCACC.

2.4. Preparo dos revestimentos

2.4.1. Amido

O amido foi previamente seco em estufa (Quimis) a 105 °C por 24 h, pesado
em balancga analitica (GEHAKA AG 200) e transferido para Erlenmeyer de 250 mL
onde foi dissolvido em agua destilada, na concentracdo de 6% (m/v). Apds ser
dissolvido, o revestimento foi aquecido em banho-maria sobre placa aquecedora
(FISATOM) até a temperatura de 70°C, permanecendo nesta temperatura por 15
minutos com agitacdo magnética constante, até ocorrer a gelatinizagdo completa
dos granulos de amido. Posteriormente, o revestimento foi resfriado em banho de
gelo até atingir a temperatura ambiente e teve seu pH corrigido para 5,6 (da Silva
et al., 2019).

2.4.2. Carboximetilcelulose (CMC)

O revestimento de carboximetilcelulose foi preparado na concentracao de
1% (m/v) e seguiu 0 mesmo padrao de preparo descrito para o amido. A CMA foi
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dissolvida em agua destilada (1 % m/v) e o revestimento foi aquecido em banho-
maria sobre placa aquecedora até a temperatura de 70 °C, permanecendo nesta
temperatura por 15 min com agitacdo magnética constante, até ocorrer a
gelatinizagdo completa e posteriormente, o revestimento foi resfriado em banho de
gelo até atingir a temperatura ambiente e teve seu pH corrigido para 5,6 (Santos et
al., 2021).

2.4.3. Quitosana

A quitosana, na concentragcdo de 2% (m/v) foi dissolvida em uma solugéo
aquosa (1% v/v) de acido acético, com agitagdo constante em chapa aquecedora
por 6 h, mantendo a temperatura de 40°C. O pH da solucao foi corrigido para 5,6,
para garantir que o acido acético nao interfira na acao antifungica. Posteriormente,

o revestimento foi resfriado em temperatura ambiente (Granja et al., 2021).

2.5. Preparo das placas de Petri

Placas de Petri de 9 cm de diametro foram preparadas com 20 mL de meio
de cultura BDA (batata 200 g/I, dextrose 20 g/, agar 20 g/l) (KASVI), devidamente
esterilizado em autoclave, com temperatura de 121°C e pressao de 1 kgf/cm2, por
15 min. Apos solidificacdo do meio BDA e a formagao de uma camada regular em
toda a placa de Petri foi adicionado um volume de 10 mL de revestimento ativo e
foram acondicionadas em geladeira por 24 h, para solidificacdo do revestimento na
placa.

A inoculacao do fungo foi realizada em camara de fluxo laminar, fazendo um
poco no centro de cada placa de Petri com o auxilio de um furador de cobre e
adicionando 100 pum de solucdo de esporos do fungo de C. theobromicola com a
concentracao de 65,5 x 105 células. Posteriormente as placas foram vedadas com
flme PVC e mantidas em B.O.D. na temperatura de 25 °C, sete dias, com

fotoperiodo de 12 horas.

2.6. Andlise do crescimento micelial
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A avaliacdo do crescimento micelial foi verificada a cada dia, pela
mensuracgao do didmetro das coldnias, em quatro dire¢des diametralmente opostas,
obtendo-se a média dos didmetros de desenvolvimento dos micélios. Ao fim de sete
dias foi construido a curva de crescimento do fungo e foi calculada a area do

crescimento do miceélio, levando em considerag&o a area de um circulo (Eq. 1).

A = nd? /4 (Eq. 1)

Em que: A é a area do micélio na placa (cm?), n corresponde ao valor de “pi”, e d

€ o valor do didmetro do micélio na placa (cm).

2.7. Contagem de conidios

A producgéao de conidio por C. theobromicola foi avaliada através da contagem
de conidios de parte do micélio que foram retirados dos tratamentos descritos
anteriormente para avaliacdo do crescimento micelial. A partir de cada placa de
Petri contendo o fungo com sete dias de crescimento, 10 discos de 5 mm foram
retirados, com o auxilio de um furador de cobre, em duas regidées do halo de
crescimento, na regiao central no entorno do ponto de inoculagdo e na borda da
regido de crescimento (Figura. 2). Os discos foram transferidos para um tubo tipo
Falcon individual contendo 10 mL de uma mistura (1:1) de solugéo salina (NaCl a
0,85% v/v) e solucédo de Tween 80 (0,1% v/v). Apos agitacdo em agitador de tubos
do tipo Vortex (QL-901) por 30 segundos, uma aliquota de 0,5 mL da solugao foi
colocada na camara de Neubauer e os conidios foram contados no quadrante C,
nos pontos A, B, C, D e E com auxilio de um microscopio optico (Nikon eclipse E200)
com aumento de 40 x. Os resultados foram expressos como numero de conidio por
mL (Guerra et al., 2015).
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Regido central

Regido da borda

Figura 2: Placa de Petri contendo C. theobromicola com sete dias de crescimento,
destacando os locais de amostragens de esporos nha regido central, no entorno do ponto
de inoculagao (circulos vermelhos), e na borda externa da regido de crescimento (circulos
verdes). Fonte: Arquivo pessoal.

2.8. Germinacao de conidio

Para avaliacdo dos efeitos dos revestimentos sobre a germinagcdo de
conidios, aliquotas de 1 mL de suspensdo de conidios de C. theobromicola (10°
conidios/mL) obtida a partir de uma cultura de sete dias de crescimento, foram
colocadas em tubos tipo Falcon contendo 10 mL de revestimento, agitados
manualmente e mantidas em camara BOD a 25 °C por 24 horas. Posteriormente foi
adicionado o corante azul de lactofenol para paralisar a germinacéo, e foi realizado
agitacdo em agitador de tubos do tipo Vortex (QL-901) por 30 segundos.
Posteriormente uma aliquota da mistura contidas no tubo tipo Falcon foi colocada
em Camara de Neubauer para proceder com a contagem do numero de conidios
germinados, com auxilio de microscopio 6ptico (Nikon eclipse E200) com aumento
de 40 x. Foram considerados conidios germinados os que apresentaram tubo de
germinacao com 50 % do tamanho do conidio (Guerra et al., 2015). A avaliacao foi
realizada determinando-se o numero de conidios germinados por mL, e a eficacia
da inibicdo da germinacao de conidios foi avaliada por meio da comparacao da
porcentagem de conidios germinados no meio contendo dispersdes dos

revestimentos ativos, em relacdo ao ensaio de controle com meio BDA.

2.9. Microscopia eletrdnica de varredura do crescimento micelial
De cada placa de Petri contendo o fungo com sete dias de crescimento, foi

retirado um disco de 5 mm de cada tratamento, com auxilio de um furador de cobre,
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na regido central ao redor do ponto de inoculag&do. Posteriormente, as amostras
foram fixadas em solugdo de glutaraldeido a 2,5%, deixadas por 1 hora em
temperatura ambiente e depois armazenadas a 4°C por 24 horas. As amostras
foram entdo desidratadas em solugcdo de acetona (30 a 100%), secas no ponto
critico de CO2 e montadas em suporte de aluminio (coberto com uma camada de
papel aluminio e fixado com fita de carbono). As amostras foram revestidas com
ouro (20-30 nm) em um evaporador para observacao em um Microscopio Eletrénico
de Varredura ZEISS EVO: 40 (Portes et al., 2015).

2.10. Permeabilizacdo da membrana plasmatica

A avaliacdo da permeabilizagdo da membrana dos conidios do fungo C.
theobromicola foi conduzida por meio de microscopia de fluorescéncia,
empregando a sonda Sytox Green. O Sytox Green € um corante de elevada
afinidade por acidos nucleicos, exibindo a capacidade de penetrar de forma
eficiente em células cujas membranas plasmaticas encontram-se comprometidas,
ao passo que nao atravessa membranas celulares integras. O ensaio foi realizado
conforme descrito no item 2.7. Apos ensaio de inibicdo de germinacao, volumes de
100 pL das células submetidas as diferentes condicbes de revestimentos foram
submetidos a uma incubagao com 0,2 pL de Sytox Green, sob protecao da luz, por
um periodo de 15 min. Apds esse intervalo, as células foram sujeitas a uma
centrifugacdo de 800 g e submetidas a analise por microscopia de contraste de
interferéncia diferencial (DIC), empregando um microscopio optico (Axioplan.A2,
Zeiss) equipado com um conjunto de filtros de fluorescéncia para deteccédo de
fluoresceina (comprimentos de onda de excitacao 450 - 490 nm; emissao 500 nm).
Como controle negativo, foram utilizadas células incubadas somente com o Sytox
Green (Thevissen et al., 1999).

A porcentagem de células permeabilizadas foi calculada com base no
numero total de células no DIC e imagens fluorescentes de dez campos
microscopicos aleatérios para cada amostra, assumindo o numero total de células

no campo claro de cada amostra como 100% (Taveira et al., 2022).
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2.11. Analises estatisticas

O ensaio de crescimento micelial foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado utilizando trés tipos de revestimentos (amido, CMC e
quitosana), com dez repeticdes. As analises de germinacao de conidios foram feitas
com cinco repeti¢cdes, ja a contagem do numero de conidios produzidos em cada
tratamento, foram realizadas com 10 repeticées. Os dados foram avaliados por
meio de ANOVA, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com

probabilidade de 95% (p < 0,05), utilizando o software computacional R studio.

3. Resultados e discussoes

3.1. Crescimento micelial

O crescimento micelial é caracterizado como uma massa filamentosa
formada a partir da germinacao de conidios que formam tubos germinativos, que
sao longos filamentos que se ramificam. O micélio do fungo constitui seu sistema
vegetativo que é responsavel pela absorcao de nutrientes e seu desenvolvimento,
seu filamento simples € chamado de hifa (Putzke et al., 1998).

Para o seu desenvolvimento os fungos precisam de uma fonte de carbono,
além de nitrogénio, agua, sais minerais e fatores de crescimento (Lima, 2015).
Durante seu metabolismo, o fungo secreta exoenzimas que degradam compostos
para obtencao de carbono, nitrogénio, enxofre e outros nutrientes (Donini et al.,
2005).

(A)

Figura 3: Imagens microscopicas do crescimento de micélios de C. theobromicola apos
sete dias de incubacgéo a 25 + 3°C em diferentes revestimentos: (A) Tratamento controle
com BDA puro, (B) revestimento de amido a 6% e (C) 1% de revestimento CMC.
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Na Figura 3, sdo apresentadas as imagens microscopicas de amostras de
fungos que foram retiradas da superficie das placas de Petri contendo o micélio
apos sete dias de incubagcdo em diferentes revestimentos. Semelhancgas notaveis
podem ser observadas entre estruturas de hifas crescendo em revestimento de
amido de 6% (Figura 3B) e revestimento de CMC de 1% (Figura 3C), que parecem
um tecido liso, intrincado e regular em comparagdo com a estrutura aglomerada
observada no tratamento de controle com BDA puro (Figura 3A), mostrando
sobreposi¢coes de estruturas densas de hifas formando vales e colinas sobre a
placa.

Os ensaios de crescimento micelial do fungo C. theobromicola ao longo de
sete dias mostraram que as bases poliméricas de amido e CMC proporcionam o
crescimento do fungo, enquanto na base de quitosana o fungo n&o cresce ao longo
de sete dias quando comparados com o tratamento controle (meio BDA), onde se
tem o crescimento maximo ao fim de sete dias (Tabela 1). Nota-se que nos
primeiros dias de crescimento do fungo (dias 1 e 2), as medidas entre os
tratamentos controle, CMC 1% e amido a 6% tém areas de crescimento
semelhantes, mas a partir do terceiro dia comega a ocorrer diferenciagcao entre os
tratamentos. Destaca-se que apds sete dias de incubagao ocorreu a maior area de
crescimento no tratamento controle (46,5+3,7 cm?), seguida pelo revestimento de
amido (28,9+2,1 cm?) e pelo revestimento de CMC (23,6+2,5 cm?), enquanto 0

revestimento com quitosana nao apresentou crescimento micelial.

Tabela 1: Areas do crescimento (cm2) micelial in vitro de Colletotrichum theobromicola em
revestimentos de amido (6%), CMC (1%), quitosana (1%) e controle (meio BDA), ao longo
de sete dias de incubacéo a 25 + 3 oC. Os dados representam as médias de 10 repeticoes.

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7

Controle 0,4+0,1 gA 2,9+0,4 fA 7,3%0,3 eA 14,8+1,4dA  232+14cA  34,8+2,1bA  46,5+3a8A

CMC 0,4£0,03gA 2,2+04 B 6,5+0,5 eB 9,7+0,9 dB 11,841,2cC  14,8+1,3bC  23,642,5aC
Amido 0,4+0,03gA  2,2+0,3fB 5,5+0,5 eC 10,6+0,6 dB 155+1,4cB  22,4+22bB  28,9+2,1 aB
Quitosana 0+0aB 0+0aC 0+0aD 0+0aC 0+0aD 0+0aD 0+0aD

Médias seguidas de diferentes letras maiusculas na coluna e minusculas na linha diferem
entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.



37

O revestimento de amido tem se mostrado uma base polimérica muito
utilizada em frutos, justamente por suas propriedades de barreira e por ser um
veiculo para incorporacdo de agentes ativos como 6leos e extratos que possuem
acao antifungica contra C. gloeosporioides (Serpa et al., 2014). Revestimento ativo
a base de amido foi utilizado para controlar o fungo Botrytis cinerea, principal fungo
responsavel por deteriorar o morango (Gomes, 2022). Os trabalhos de Costa et al.,
(2022) e Silva et al., (2016) também utilizaram revestimentos de amido de mandioca
para preservacgao da qualidade pds-colheita de frutos.

O revestimento com 1% CMC apresentou menor area de crescimento do C.
theobromicola do que o revestimento de amido, e com uma reducéo de 49% de area
de crescimento em relagdo ao tratamento controle ao final de sete dias de
incubagdo. A CMC vem sendo utilizada como revestimento ativo em diversos frutos
como em morangos (Shahbazi, 2018), em mamao minimamente processado (Trigo
et al., 2012) e em mangas (Amariz et al., 2010).

O Uunico revestimento em que nao houve crescimento micelial de C.
theobromicola foi o tratamento com quitosana na concentracdo de 2%. Diferentes
estudos mostram a acdo positiva no controle in vitro de fitopatogenos pela
quitosana. Liu et al. (2007) constataram a inibigao total do crescimento micelial de
B. cinerea utilizando quitosana na concentracao de 5%, com trés dias de incubacéo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Camili et al. (2007), que verificaram
a inibicao total de B. cinerea em cinco dias de incubacdo, nas concentracbes de
0,5, 1, 1,5 e 2% de quitosana.

A limitacdo de nutrientes, notadamente carbono (C) e nitrogénio (N),
aumenta a atividade antifungica da quitosana para patégenos. A privacdo de
nutrientes modifica a arquitetura da parede celular que afeta o crescimento fungico
(Lopez-Moya et al., 2015).

A quitosana € um potente agente antimicrobiano e sua ac¢ao se deve a sua
carga superficial que se torna positiva quando entra em contato com fluidos
fisiologicos, contribuindo para que os grupos amino protonados da quitosana
possam se ligar aos grupos aniénicos das paredes celulares de microrganismos,
inibindo seu crescimento (Chua et al., 2008; Kong et al., 2010).

Maia et al (2010), em seu trabalho in vitro com Elsione ampelina, agente que
provoca a antracnose na videira, verificaram que o tratamento com quitosana a

0,016% reduziu em 57% o crescimento micelial. Resultados semelhantes foram
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encontrados por Botelho et al. (2010), que verificaram que o tratamento de
quitosana na concentracdo de 0,016% reduziu o crescimento micelial do fungo
Penicillium sp. em 34,2%. Enquanto no trabalho de Rivero Gonzales et al. (2009),
a quitosana teve efeito fungistatico na concentracdo de 0,1% sobre os fungos
Alternaria padwickii e Bipolaris orizae, causadores da mancha de alternaria e
mancha parda do arroz.

No desenvolvimento de revestimentos ativos € importante considerar os
custos da base polimérica, tendo em vista que o uso desta tecnologia impacta nos
custos agregados na comercializacdo dos frutos. Considerando o valor comercial
de cada base polimérica (US$1 = R$ 5.40, IPEA, 2024): quitosana (R$ 17,98/g),
CMC (R$ 0,21/ g) e amido (R$ 0,05/g), tem-se que o custo da matéria-prima para
preparar 100 mL de revestimentos equivale a R$35,96 para quitosana 2%, R$ 0,21
para CMC 1% e R$0,30 para amido 6%. Desta forma, para os revestimentos de
menor custo, o valor do revestimento com CMC é 30% mais baixo do que o

revestimento com amido.

3.2. Contagem de conidios

Os dados da contagem de conidios obtidos na regido central e na borda da
area de crescimento do Colletotrichum theobromicola estdo demonstrados na
Tabela 2. Nota-se que a contagem de conidios/mL da regido central foi maior do
gue na regiao da borda do micélio, podendo estar relacionado com a formagao dos
conidiéforos, que sao hifas vegetativas que formam os conidios (Putzke et al.,
1998). No centro do micélio ha mais hifas vegetativas, portanto, maior numero de
conidios, enquanto na borda do micélio ha menor numero de hifas vegetativas,

resultando em uma contagem com menos conidios.

Tabela 2: Valores médios da contagem de conidios (conidios/mL) de Colletotrichum
theobromicola inoculados em diferentes bases poliméricas, apds sete dias de
incubacéao a 25 + 3°C, avaliadas na regiao central do ponto de inoculagao da col6nia
e na regiao da borda externa da col6nia. Os dados representam as médias de 10

repeticoes.
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Tratamentos Regido central da col6nia Regi&o da borda externa
Controle 46+18,2 aA 32,3+18,3 bA

CMC 1% 31,1£9,1aA 22,116,8 bA
Amido 6% 32,6+£17,2 aA 25,9+17,8 bA
Quitosana 2% 2,442 3 aB 1,0+1,3aB

Médias seguidas de diferentes letras maiusculas na mesma coluna e minusculas

na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

Nota-se na Tabela 2 que a contagem de conidios nao foi afetada pelo tipo de
revestimento, com excec¢ao da quitosana, tanto na regiao central da colénia, quanto
na regido da borda externa de crescimento do fungo na placa. Ja o revestimento de
quitosana a 2% difere dos demais revestimentos, apresentando um baixo valor de
producao de conidios, tanto na regido central quanto da borda, ndo apresentando
diferenga estatistica entre regiao central e regido da borda. Debnath et al. (2022)

observaram que a quitosana € toxica para a célula do fungo e reduz a esporulagéao.

3.3. Germinacao de conidios

Os conidios necessitam de calor, nutrientes e umidade para poderem
germinar, e o resultado desta germinagao é a formagao de um ou mais filamentos
finos, conhecidos como tubos germinativos (Putzke et al., 1998). Na Figura 4 estao
apresentadas as imagens microscopicas dos conidios de C. theobromicola
germinados (A), com o tubo germinativo aparente, e conidios de C. theobromicola

nao germinados (B).

A B |

Figura 4: Imagens microscopicas (40 X) de Conidios de C. theobromicola com tubo
germinativo (A) e conidios de C. theobromicola ndo germinados (B). Fonte: Acervo pessoal.
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Neste trabalho foi realizado um ajuste de metodologia para definir a diluicdo
de solucao de conidios necessaria para contagem em camara de Neubauer. De
inicio foi testada a diluicdo de 100 pL de solucdo de conidios em 10 mL de
revestimento, mas a diluicao foi excessiva, resultando em uma contagem pequena
de conidios e sem variabilidade dos resultados (dados ndo mostrados). Desta
forma, a dilui¢&o foi feita conforme a metodologia citada no tépico 2.7. Os resultados
estao apresentados na Tabela 3.

Os ensaios de germinagao dos conidios foram testados em revestimentos de
amido com concentragfes mais baixas para verificar o efeito da concentracdo do
substrato na inibicdo da germinagao do conidio. Além disso, foram testados também
os efeitos do Tween 20 (usado no preparo do revestimento de quitosana) e da agua
estéril sobre a germinacgao dos conidios. Nota-se na Tabela 3 que os conidios n&o
germinaram na solucdo de 1% de Tween 20, nem na agua estéril, visto que nao
existe nutriente para a germinacao dos conidios. O mesmo efeito de inibi¢cao total
da germinacéao de conidios foi provocado pela quitosana.

Tabela 3: Valores médios da contagem de conidios (conidios/mL) de Colletotrichum

theobromicola germinados € ndao germinados em diferentes bases poliméricas, apos 24
horas de incubacgao a 25 + 3°C. Os dados representam as médias de cinco repeti¢coes.

Tratamentos Conidios Conidios Proporcéo de conidios

germinados nao- germinados (%/mL)
germinados

Sol. BDA 3,9% 15,3+£0,8 aA 0+0bC 100 A

Agua estéril 0+t0bD 10,6+0,7 aA 0E

Tween20 1% 0+t0b D 12,1+0,3 aA OE

Amido 1,5% 0,4+0,2 bD 13,7+0,9aA 29D

Amido 3,0 % 5,4+0,7 bC 9,1+0,8 aAB 375C

Amido 6% 12,5+0,7 aAB 3,0+0,4 bBC 80,5B

CMC 1% 9,9+0,6 aB 3,610,5 bB 734B

Quitosana 2% 0+0 bD 13,5+0,9 aA OE

Médias com diferentes letras maiusculas na mesma coluna e mindsculas na mesma linha
diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

Ao contrario, o tratamento com solucdo de 3,9% de BDA (controle)
proporcionou 100% de germinacao do fungo, mostrando que € um meio de cultura

rico em nutrientes para o desenvolvimento de C. theobromicola. Ja os tratamentos
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com amido nas diferentes concentracdes e o tratamento de CMC a 1% promoveram
a germinacao parcial dos conidios.

A concentragdo de amido no revestimento influenciou na proporcao de
germinacao de conidios (Tabela 3). Destaca-se que o aumento da concentragao de
amido proporciona os nutrientes necessarios para a formagao e desenvolvimento
do tubo germinativo dos conidios. Importante ressaltar que as concentracdes de
amido mais usadas na formulacao de revestimentos variam entre 3% e 6%, sendo
gue nos ensaios preliminares de laboratério a concentracdo de 6% de amido foi
mais adequada para o revestimento do mamao. Porém, nessas concentragdes a
germinacao de conidios alcanga 80,5%, atingindo uma propor¢ao de germinagao
similar aquela obtida para o revestimento de CMC.

A concentracéo de 1% de CMC usada na formulag¢do do revestimento € um
valor limite para se conseguir a consisténcia adequada para imersao dos frutos.
Ensaios de laboratérios mostraram que em concentragdes ligeiramente superiores
ocorre a formacao de revestimentos muito espessos (dados néao apresentados). A
proporcao de germinacgao de conidios em revestimento com 1% de CMC alcangou
73,4% de conidios germinados, indicando que o C. theobromicola utiliza a CMC
como fonte de energia (Tabela 3). Para degradar a celulose em glicose € necessaria
a acao de enzimas especificas para tal funcdo. Somente trés tipos de enzimas
fazem esta degradacéo: a celulase de acédo endo (endoglucanase), celulases de
acao exo (celobiohidrolase) e celobiase (glicosidases) (Eriksson et al, 1990).

Os ensaios do revestimento com quitosana na concentracdo de 2%
mostraram a inibicdo total de germinacdo de conidios (Tabela 3). Importante
destacar que esta concentracao € utilizada na formulacdo de revestimentos para
diferentes tipos de frutas, incluindo o mamé&o. Testes utilizando concentracdes de
0,5% e 1,0% de quitosana foram realizados no laboratério, mas também
provocaram inibicdo total da germinacao de conidios (dados n&o apresentados). Ha
trabalhos na literatura que mostram que a quitosana afeta a germinacdo e a
morfologia das hifas de fungos Rhizopus stolonifer e B. cinerea que crescem nos
frutos (Ghaouth et al, 1991; Verleet et al, 2017).

A atividade fungicida da quitosana foi testada apés um esfregaco em placa
de Petri contendo meio de cultura BDA, inoculando os conidios que receberam o
tratamento de quitosana a 2%, constatando-se que ndao houve crescimento do
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fungo. Isso foi verificado por Lopez-Moya et al, (2015), que também constataram a
morte celular de células fungicas em contato com a quitosana.

A atividade antifungica da quitosana pode ser influenciada pelo pH do meio
que altera a sua solubilidade durante o preparo do revestimento. O grupamento
amina se torna carregado positivamente (-NH3+) em pH levemente acido, fazendo
com que a quitosana seja mais soluvel e tenha uma melhor atividade antimicrobiana
que a quitina (Price et al, 2007; Chua et al, 2008; Kong et al, 2010).

3.4- Permeabilizagdo da membrana plasmatica

Os testes de permeabilizacdo de membranas foram acompanhados por
analises de imagens microscopicas dos conidios (Figura 5). Nota-se que ap6s um
periodo de incubacgéo de 24 horas, somente o tratamento utilizando quitosana na
concentracdo de 2% foi capaz de causar a permeabilizagcdo da membrana
plasmatica dos conidios de C. theobromicola. Este fato € indicado pelo notavel e
intenso sinal de fluorescéncia, denotando que o tratamento com quitosana facilitou
a entrada e a subsequente marcacdo da sonda, sugerindo, portanto, a efetiva
permeabilizacdo dessa membrana, com 100% das células permeabilizadas (Tabela
4). Contrariamente, nas condi¢des avaliadas, os tratamentos com CMC e amido nao
demonstraram capacidade em induzir a permeabilizagdo da membrana plasmatica

dos conidios, apresentando 0% de células permeabilizadas.
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DIC Sytox Green

Controle

CMC

Amido

Quitosana

Figura 5: Imagens de microscopia de fluorescéncia dos conidios destacando as imagens
feitas em campo claro, usando um Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC), e em campo
escuro, usando a sonda fluorescente Sytox green. Os conidios foram avaliados apés 24
horas de incubacao a 25 + 3°C em diferentes bases poliméricas. Barras de 20 um.

A parede celular fungica é composta por quitina, um polissacarideo que em
alguns fungos fitopatogénicos presentes no mamao, ocorrem na composi¢cao de
13% até 37%. A enzima quitinase presente na quitosana consegue degradar a
ligacao B-1,4 da quitina, colaborando para danos na parede celular (Lucas-Bautista
et al, 2019; Pontén, 2008; Muzzarelli, 2011).

A quitosana dificulta o crescimento de diferentes fitopatégenos e fungos,

incluindo, Alternaria spp., Colletotrichium spp. ou Trichoderma spp. Além disso,
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permeabiliza a membrana plasmatica desencadeando a produc¢ao intracelular de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Lopez-Moya et al, 2015).

Diferentes estudos mostram que diferentes mecanismos de ag&do sao
propostos para a quitosana, sendo que os mais aceitos sdo: (i) alteracdo da
permeabilidade da membrana ou parede celular do microrganismo, causando seu
rompimento; ii) interacdo das quitosanas com o DNA do micro-organismo, afetando
a sintese de proteinas devido a inibicdo do mRNA; (iii) quelagcdo de nutrientes (ions
metalicos) pelas quitosanas, 0s quais sao essenciais para o crescimento
microbiano; ou (iv) formacdo de um filme polimérico espesso sobre a superficie
celular do microrganismo, impedindo trocas gasosas e de nutrientes com 0 meio
externo, levando a morte celular (Li et al., 2010; Lee et al., 2013; Park et al., 2011;
Elsabee et al., 2013; Kakaei et al., 2016; Nowzari et al., 2013; Tayel et al., 2010;
Champer et al., 2013).

Tabela 4: Dados da contagem do numero de conidios/100 L feitas em campo claro (DIC),
€ em campo escuro (Sytox green), e da porcentagem de permeabilizacdo da membrana
dos conidios avaliados apds 24 horas de incubacdo a 25 + 30C em diferentes bases
poliméricas.

Tratamentos Conidios no DIC Conidios no Sytox Proporcédo de conidios
green permeabilizados (%)

Controle 11£0,32 Aa 0+0Bb 0B

Amido 6% 11+0,32 Aa 0+0Bb 0B

CMC 1% 10+0 Ba 0+0Bb 0B

Quitosana 2% 111£0,32 Aa 111£0,32 Aa 100 A

Médias com diferentes letras mailusculas na mesma coluna e minudsculas na mesma linha
diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

4. Concluséao

Neste trabalho foi verificado que as diferentes bases poliméricas interferem
na germinacgao e no crescimento micelial do fungo C. theobromicola.

O revestimento com quitosana causou a inibi¢cao total da germinacao e do
crescimento in vitro do fungo, com efeito fungicida. Parte do mecanismo de morte
dos conidios causada pela quitosana pode ser explicada pela permeabilizacao da
membrana plasmatica em 100% dos conidios, observada nos ensaios de

microscopia de fluorescéncia.
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A germinacgao e o crescimento in vitro do fungo foram mais facilitados no
revestimento com amido, aumentando com a concentracdo de amido até 6%,
alcancando valores iguais ao do tratamento controle contendo o meio de cultura
puro com 3,9% de BDA. No entanto, o revestimento contendo 1% de CMC também
apresentou alta proporcdo de germinagdo dos conidios, porém com menor
proporcao de crescimento micelial do que o revestimento com 6% de amido.

Considerando o alto custo da quitosana, a CMC pode ser considerada como
uma base polimérica mais adequada para a formulagcdo de revestimentos ativos

aplicados na conservagao pos-colheita do mamao.
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3.2 INIBIGAO DA GERMINAGCAO E DO CRESCIMENTO IN VITRO DO FUNGO
COLLETOTRICHUM OKINAWENSE COM REVESTIMENTO DE
CARBOXIMETILCELULOSE INCORPORADO COM DIFERENTES AGENTES
ATIVOS

Reproduzido com permisséo:

Isamara RG, Solange SS, Gabriel BT, Eduardo NF, Marcos PSC, Eder DR. (2024).
Inibico da germinacdo e do crescimento in vitro do fungo Colletotrichum
okinawense com revestimento de carboximetilcelulose incorporados com diferentes

agentes ativos.

RESUMO

O fungo Colletotrichum okinawense € considerado o principal fungo patogénico na
cultura do maméao, sendo avaliado como uma das cepas mais virulentas da
antracnose nos frutos, resultando em grandes perdas pos-colheita, afetando a
comercializagcdo dos frutos. O seu controle pos-colheita visa atrasar o
estabelecimento da doencga e preservar a qualidade dos frutos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de revestimentos ativos de carboximetilcelulose (CMC,
1% m/v) incorporado com trés diferentes agentes ativos: extrato hidroalcéolico de
Azadirachta indica A. Juss., extrato hidroalcéolico de Momordica charantia L. e 6leo
vegetal de Azadirachta indica A. Juss. sobre os parametros de crescimento in vitro
de C. okinawense a fim de identificar um agente ativo mais adequado para ser
aplicado no desenvolvimento de revestimento ativo para conservagao pés-colheita
de mamoes. O crescimento in vitro foi determinado em placas de Petri, apds 7 dias,
ja a germinacao e a permeabilizacdo da membrana foram avaliadas apés 24 h de
incubacdo a 25 + 3°C. Foi realizada cromatografia liquida e gasosa para
identificacdo dos principais componentes dos agentes ativos. Neste trabalho foi
verificado que a CMC é uma base polimérica de baixo custo com grande potencial
para ser utilizada como revestimento ativo, frente ao fungo C. okinawense. Os
extratos hidroalcoolicos de Azadirachta indica A. Juss. e de Momordica charantia
L. inibiram a germinagao de esporos em 24 horas, mas nao foram eficientes para

inibir o crescimento micelial do fungo C. okinawense, enquanto o 6leo vegetal de
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Azadirachta indica A. Juss, em baixas concentragoes, inibe o crescimento micelial.
No entanto, a medida que se aumenta a concentragdo, observa-se que ocorre
aumento da germinagdo em 24 horas e aumento do crescimento micelial em sete
dias. Assim, com base na inibicdo do crescimento micelial, a CMC associada ao
Oleo vegetal de Azadirachta indica A. Juss. é adequada para a formulagdo de

revestimentos ativos aplicados na conservacgao pds-colheita do mamao.

Palavras - chave: Carboximetilcelulose; C. okinawense; Agentes ativos.
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INHIBITION OF GERMINATION AND IN VITRO GROWTH OF THE FUNGUS
COLLETOTRICHUM OKINAWENSE WITH CARBOXYMETHYLCELLULOSE
COATING INCORPORATED WITH DIFFERENT ACTIVE AGENTS

Reproduzido com permisséo:

Isamara RG, Solange SS, Gabriel BT, Eduardo NF, Marcos PSC, Eder DR. (2024).
Inhibition of germination and in vitro growth of the fungus colletotrichum okinawense

with carboxymethylcellulose coating incorporated with different active agentes.

ABSTRACT

The fungus Colletotrichum okinawense is considered the main pathogenic fungus in
papaya crops, being evaluated as one of the most virulent strains of anthracnose in
fruits, resulting in great postharvest losses, affecting the commercialization of fruits.
Its postharvest control aims to delay the establishment of the disease and preserve
the quality of the fruits. The objective of this study was to evaluate the effect of active
coatings of Carboxymethylcellulose (CMC, 1% m/v) incorporated with three different
active agents: hydroalcoholic extract of Azadirachta indica A. Juss., hydroalcoholic
extract of Momordica charantia L. and vegetable oil of Azadirachta indica A. Juss.
on the in vitro growth parameters of C. okinawense in order to identify a more
suitable active agent to be applied in the development of active coating for
postharvest conservation of papayas. In vitro growth was determined in Petri dishes
after 7 days, and germination and membrane permeabilization were evaluated after
24 h of incubation at 25 £ 3°C. Liquid and gas chromatography were performed to
identify the main components of the active agents. In this study, it was verified that
CMC is alow-cost polymeric base with great potential to be used as an active coating
against the fungus C. okinawense. The hydroalcoholic extracts of Azadirachta indica
A. Juss. and Momordica charantia L. inhibited spore germination in 24 hours but
were not efficient in inhibiting mycelial growth of the fungus C. okinawense, while
the vegetable oil of Azadirachta indica

A. Juss. in low concentrations inhibits mycelial growth, but as the concentration

increases, it is observed that there is an increase in germination in 24 hours and an
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increase in mycelial growth in 7 days. Thus, based on the inhibition of mycelial
growth, CMC associated with vegetable oil from Azadirachta indica A. Juss. is
suitable for the formulation of active coatings applied in the post-harvest

preservation of papaya.

Keywords: Carboxymethyl cellulose; C. okinawense; Active agents.
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1. Introducéo

O mamao €& um fruto amplamente consumido e de grande importancia
mundial, gracas as suas caracteristicas nutricionais e sua importancia na economia
global. Embora amplamente disseminado, esta cultura tem sofrido grandes perdas
pos-colheita, provocadas principalmente pela antrachose, impactando o mercado e
a comercializacao dos frutos (Tan et al., 2023).

Segundo as principais estatisticas de perdas e desperdicio de alimentos em
2022, as perdas pos-colheita de frutos e vegetais sdo de aproximadamente 45%,
sendo a principal causa dessa perda, as doencas fungicas que aparecem apoés o
amadurecimento de frutos e vegetais. A antracnose é uma doencga provocada por
fungos fitopatogénicos, se caracteriza por ser uma doenga quiescente, onde
nenhum sintoma € apresentado enquanto o fruto esta verde, se manifestando
apenas no fruto maduro, e resultando em lesdes alaranjadas e escuras na casca do
fruto, deixando-o invidvel para o consumo (Yi et al., 2022).

Atualmente fungo C. okinawense € a espécie mais prevalente associada a
antracnose do mamoeiro no Brasil, representando 57% dos isolados amostrados
em todo o Brasil, foi encontrada em sete dos nove estados brasileiros amostrados,
sendo a espécie mais prevalente na Bahia, Paraiba, Rio Grande do Norte e Espirito
Santo, que sao os maiores produtores de mamao e contém a maior diversidade de
espécies de Colletotrichum. O fungo C. okinawense também €& considerado uma
das espécies mais agressivas em frutos de mamao, induzindo sintomas tipicos de
antracnose cinco dias ap0s a inoculagao (Vieira et al., 2022).

Em comparacao com os fungicidas sintéticos, os revestimentos ativos tém se
mostrado uma interessante alternativa para controlar fungos na fase pés-colheita dos
frutos, pois apresentam baixo custo, estdo disponiveis na natureza, nao
contaminam o ambiente, ndo apresentam riscos para a saude do consumidor, além
de ser biodegradavel e ndo provocar resisténcia aos patogenos (Ali et al., 2015; Dos
Passos Braga et al., 2019).

A carboximetilcelulose (CMC), derivada da celulose, é considerada uma boa
base polimérica para a formulacdo de revestimento ativo visando a conservagao
pos-colheita do mamao, contribuindo para o retardo da maturacdo do fruto e
melhora na aparéncia visual (Gomes et al., 2024). A CMC € um polimero soluvel em
agua, apresenta baixo custo, formando um revestimento transparente, que pode ser

associado a oleos e extratos vegetais, formando um revestimento ativo que
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contribui para o prolongamento da vida util dos frutos, diminuindo a perda de agua
e a taxa respiratéria (Bahmid et al., 2024). O revestimento de CMC a 3% é eficiente
para atrasar o amadurecimento de mangas, suprimir o aumento de solidos soluveis
totais, mitigar a diminuicdo da firmeza e proporcionar uma acidez titulavel
substancialmente maior, juntamente com a manutencdo da cor da casca, em

contraste com frutas n&o tratadas (Ali et al., 2022). Ja o tratamento de CMC (1,5 g

L -1) atrasa significativamente a perda de massa e a deterioragao, além de manter

maior firmeza, agucares, acidez titulavel, teor de acido ascorbico, teor total de fenol
e atributos sensoriais em goiaba cv. 'Allahabad Safeda' por até 12 dias em
condi¢des de armazenamento ambiente (Kumar et al., 2021).

Os extratos e Oleos vegetais sdo produtos naturais, obtidos a partir do
metabolismo secundario das plantas, com o objetivo de proteger a planta contra
estresse bidtico e abidtico. Também sdo amplamente utilizados na industria
farmacoldgica, podendo ter agdes antioxidantes, antifungicas, antibacterianas entre
outras (Pacheco Borges et al., 2020).

A Azadirachta indica A. Juss. € uma planta popularmente conhecida por Nim,
que apresenta muitas moléculas quimicas, sendo utilizada como matéria prima para
extratos aquosos e hidroalcoolicos, além de Oleos vegetais que apresentam
potenciais antifungicos, anti-inflamatorios e antioxidantes (Gupta et al., 2017). A
maioria das moléculas quimicas sao extraidas das folhas, podendo ser classificadas
como isoprenoides e 0os nao-isoprenoides. No grupo dos isoprenoides estao os
diterpenoides, os triterpenoides, as vilasininas, os limonoides e as C-
secomeliacinas, ja os nao-isoprenoides isolados da planta, podem ser proteinas,
polissacarideos, compostos sulfatados, polifendis dihidrochalconas, coumarinas,
taninos e compostos alifaticos e dentre estas moléculas, o triterpenoide isolado de
folhas de Nim é uma das principais moléculas com funcao antifungica (Brahmachari
G. 2004).

De Melo et al. (2021), identificou que o extrato hidroalcoolico e o 6leo de A.
Indica A. Juss., ambos usados em concentracdes crescentes de 0,25% a 1,0% sao
eficientes para controlar o crescimento micelial in vitro do fungo Fusarium
oxysporumf. sp. Vasinfectum. Foi demonstrado por Wang et al. (2010) que extratos
da planta de A. indica A. Juss., nas concentracdes crescentes de 50, 100 e 200
mg/mL sao toxicos para patdégenos fungicos, como Poria monticolad que infecta a

madeira, Aspergillus flavus de sementes de soja e Pyricularia oryzae que infecta a
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planta de arroz no campo e o arroz colhido, sendo capazes de diminuir
significamente o tamanho da les&o.

Momordica charantia L., também conhecida como meldo de Sdo Caetano é
uma planta da familia das curcubitaceas, popularmente conhecida por suas ac¢des
antidiabetes, antihelmintica, antifungica e antidiarreica, teratogénica e anti-
inflamatdria. Os extratos obtidos das folhas das plantas sao ricos em taninos,
flavonoides, compostos fendlicos, dentre outros (Gayathry et al., 2022; Li et al.,
2015).

Silva et al. (2019) demonstraram que o extrato da folha de M. charantia L.
tem acado fungistatica frente a todas as espécies de Candida testadas, tendo
concentracgdes inibitérias de 312,5ug/mL para C. albicans e 625ug/ mL para C.
krusei, C. tropicalis e C. glabrata. O mesmo extrato demonstrou capacidade
fungicida nas espécies C. albicans e na C. tropicalis, nas concentragbes 625ug/mL
e 1250ug/mL respectivamente. O extrato de M. charantia L. nas concentragées de
15%, 25% e 50% também foram eficientes para inibir o crescimento micelial do
fungo Fusarium sp. in vitro (de Brito et al., 2018).

Ja existem pesquisas que avaliaram a acao de diferentes revestimentos
ativos incorporados com 0Oleos e extratos vegetais para a conservacao pés-colheita
de frutos (Amancio, 2020; Alves et al., 2022; Mendonca, 2023), porém nao existe
um estudo criterioso sobre a influéncia de diferentes agentes ativos, bem como a
comparacao de agentes ativos polares e apolares sobre o crescimento de fungos
da antracnose de mamao e principalmente poucos relatos sobre o controle do fungo
C. okinawense. Neste contexto é importante mostrar a aplicacédo de testes
microscopios para verificar o efeito destes agentes ativos incorporados no
revestimento sobre o crescimento e germinacao do fungo C. okinawense. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito do revestimento ativo de carboximetilcelulose (CMC,
1% m/v) incorporado a trés diferentes agentes ativos: extrato hidroalcéolico de A.
indica A. Juss., extrato hidroalc6olico de M. charantia
L. e 6leo vegetal de A. indica A. Juss. sobre os parametros de crescimento in vitro
de C. okinawense a fim de identificar um agente ativo mais adequado para ser
aplicado no desenvolvimento de revestimento ativo para conservagao pos-colheita

de mamoes.
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2. Material e métodos

2.1. Materiais

Os materiais utilizados para o preparo do revestimento foram adquiridos
comercialmente, a carboximetilcelulose foi adquirida na Dinadmica Quimica
Contemporénea Ltda e os agentes ativos (extrato hidroalcoolico de A. indica A.
Juss., e 6leo de A. indica A. Juss., obtido por prensagem e extrato hidroalcéolico de
Momordica charantia L.) foram adquiridos comercialmente da empresa Mundo dos

6leos.

2.2. Obtencédo do fungo Colletotrichum okinawense

O fungo C. okinawense utilizado neste trabalho foi isolado de lesbes de
mamao coletados em lavouras do Espirito Santo- Brasil, obtido por meio de parceria
com o Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Recife, onde
o isolamento e caracterizagao foram realizados (Vieira et al, 2022). No Laboratério
de Tecnologia de Alimentos da UENF, o fungo foi repicado em placas de petri,

contendo meio de cultura BDA para o trabalho, conforme Figura 1.

Figura 1: Caracteristicas da cultura de C. okinawense mostrando o micélio com vista
superior da placa (A), vista inferior (B) e conidio germinado e nao germinado (C). Fonte:
Arquivo pessoal.

2.3. Preparo do revestimento de carboximetilcelulose (CMC)

O revestimento de carboximetilcelulose foi preparado na concentracdo de
1% (m/v). Primeiramente, a CMC foi dissolvida em agua destilada (1 % m/v) e a
solucao foi aquecida em banho-maria sobre placa aquecedora (Fisatom/502 cm),
com agitagdao magnética constante até a temperatura de 70 °C por um tempo de 30
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minutos. Posteriormente, o revestimento foi resfriado em banho de gelo até atingir

a temperatura 259C e teve seu pH corrigido para 5,6 (Gomes et al., 2024).

2.3. Preparo das placas de Petri

Foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de diametro, preparadas com 20
mL de meio de cultura BDA (batata 200 g/I, dextrose 20 g/I, agar 20 g/l) (KASVI),
devidamente esterilizado em autoclave, com temperatura de 121°C e pressao de 1
kgf/cm?, por 15 min. Apds solidificagdo do meio BDA e a formacg&o de uma camada
regular em toda a placa de Petri, foi adicionado um volume de 10 mL de
revestimento ativo e as placas foram acondicionadas em geladeira por 24 h, para
solidificagdo do revestimento na placa.

Para a inoculagcédo do fungo, dentro de uma camara de fluxo laminar, foi
realizada um pog¢o no centro de cada placa de Petri, com auxilio de um furador de
cobre, e foi adicionado 100 um de solugao de esporos do fungo de C. okinawense
com a concentragao de 65,5 x 10° células. Posteriormente as placas foram vedadas
com filme de policloreto de vinila (PVC) e mantidas em B.O.D. na temperatura de

25 °C, por sete dias com fotoperiodo de 12 horas (Gomes et al., 2024).

2.4. Analise do crescimento micelial

A avaliagao do crescimento micelial foi realizada por analise de imagens da
placa de Petri com sete dias de crescimento (Figura 2), pela mensuracao da area
de crescimento do fungo na placa de Petri utilizando o programa QUANT versao
1.0.1 (Liberato, 2001).
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Figura 2: Placa de Petri com crescimento micelial do fungo C. okinawense (A), Analise de
crescimento micelial de C. okinawense por meio de analise de imagens com o programa
QUANT 1.0.1. (B) Fonte: Arquivo pessoal.

2.5. Germinacao de conidios

Foram preparadas aliquotas de 1 mL de suspensao de conidios de C.
okinawense (10° conidios/mL) obtida a partir de uma cultura de sete dias de
crescimento. Posteriormente, foram colocadas em tubos tipo Falcon contendo 10
mL de revestimento, agitadas manualmente e mantidas em camara BOD a 25 °C
por 24 horas. Em seguida, foi adicionado o corante azul de lactofenol para paralisar
a germinacao, sendo realizada agitagdo em agitador de tubos do tipo Vortex (QL-
901) por 30 segundos. Uma aliquota da mistura contidas no tubo tipo Falcon foi
colocada em Camara de Neubauer para proceder com a contagem do numero de
conidios germinados, com auxilio de microscopio optico (Nikon eclipse E200) com
aumento de 40 x. Foram considerados conidios germinados os que apresentaram
tubo de germinagdo com 50 % do tamanho do conidio (Guerra et al., 2015). A
avaliacao foi realizada determinando-se o numero de conidios germinados por mL,
e a eficacia da inibicdo da germinacdo de conidios foi avaliada por meio de
comparacgao da porcentagem de conidios germinados no meio contendo dispersdes
dos revestimentos ativos, com relacdo ao ensaio de controle com meio BDA
(Gomes et al., 2024).

2.6. Analise de permeabilizacdo da membrana plasmatica

A analise foi feita por meio de microscopia de fluorescéncia, utilizando a
sonda Sytox Green para a avaliagao da permeabilizacdo da membrana dos conidios
do fungo C. okinawense. O Sytox Green € um corante de elevada afinidade por
acidos nucleicos, exibindo a capacidade de penetrar de forma eficiente em células
cujas membranas plasmaticas encontram-se comprometidas, ao passo que nao
atravessa membranas celulares integras. Apds o ensaio de inibicao de germinacao,
volumes de 100 pL das células submetidas as diferentes condicbes de agentes
ativos no revestimento foram submetidos a uma incubacdo com 0,2 puL de Sytox
Green, sob protecao da luz, por um periodo de 15 minutos. Apos esse intervalo, as
células foram sujeitas a uma centrifugacdao de 800 g e submetidas a analise por
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) empregando um
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microscopio 6ptico (Axioplan.A2, Zeiss) equipado com um conjunto de filtros de
fluorescéncia para deteccao de fluoresceina (comprimentos de onda de excitagao
450 - 490 nm; emissao 500 nm). Como controle negativo, foram utilizadas células
incubadas somente com o Sytox Green (Thevissen et al., 1999).

A porcentagem de células permeabilizadas foi calculada com base no
numero total de células no DIC e imagens fluorescentes de dez campos
microscopicos aleatérios para cada amostra, assumindo o numero total de células

no campo claro de cada amostra como 100% (Taveira et al., 2022).

2.7. Cromatografia dos extratos e dleos

2.7.1. Oleo de A. indica A. Juss.

O dleo de A. indica A. Juss. foi dissolvido em 1 mL de Diclorometano,
derivatizado pela adicdo de 10 uL de N, O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida
(BSTFA) e analisado por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM), utilizando o equipamento PerkinElmer® Clarus® 680 com uma
coluna PerkinElmer® Elite-5ms (30 m x 0.25 mm 1.D. x 0.25 pum). A temperatura da
coluna foi programada inicialmente em 40°C, mantida por dois minutos, com uma
posterior elevacgdo a 80°C na raz&o de 10°C min-' e manuteng&o por cinco minutos.
Por fim, houve novamente uma elevagao da temperatura a 300°C com razéo de 5°C
min-', sendo a temperatura final mantida por 15 minutos. A duragao total da analise
foi de 70 minutos. O gas de arraste utilizado foi o He com um fluxo de 1 mLmin'. O
equipamento foi ajustado para operar no modo de injecao split em uma razao 1:10,
o volume de injecao foi de 1 pl e as temperaturas do injetor e do detector foram
mantidas a 260°C e 290°C, respectivamente. A identificacdo dos componentes do
Oleo de A. indica A. Juss. foi baseada no padrao de fragmentac&o observado nos
espectros de massas mediante comparagao com o0s espectros contidos na
biblioteca do equipamento (NIST MS Search v 2.3).

2.7.2. Extrato hidroalcoolico de A. indica A. Juss. e extrato hidroalcoolico de

Momordica charantia L.
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Para a analise de cromatografia do extrato hidroalcoolico de A. indica A.
Juss. e extrato hidroalcoolico de M. charantia L. foram utilizados volume de inje¢éo
10 pl e um fluxo de 0,5 mL.min-1. Foram observados os seguintes comprimentos
de onda 215, 235, 254, 280, 320, 340, 380 e 420 nm e os espectros de Ultravioleta
foram todos registrados na faixa de 190 a 640 nm.

A fase movel foi composta de agua MilliQ, acidificada com acido férmico a
0,1% com pH de 3,3 (A) e Acetonitrila grau HPLC (B). No inicio da anélise, a
proporcao era de 95 % da A e 5% de B; em 50 minutos a proporgao se inverte para
100 % de B; foi mantido 100% de B por mais 10 minutos, para a lavagem da coluna,
e voltando a condig&o inicial em 61 minutos. O tempo entre andlises foi de 10
minutos. A coluna utilizada foi a Hypersil Gold C18-RP com dimensdes de 250 x 4,6
mm e com particula de 5 micra do fabricante Thermo Scientific. As identificagbes
dos componentes dos extratos foram baseadas nos padrbes de fragmentacéo
observados nos espectros de massas mediante comparagdo com 0s espectros

contidos na literatura.

2.8. Analises estatisticas

O ensaio de crescimento micelial foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, utilizando trés tipos de agentes ativos no revestimento de
CMC em diferentes concentracoes (Extrato de de A. indica A. Juss., extrato de M.
charantia e 6leo de de A. indica A. Juss.), com quatro repeticoes. As analises de
germinacao de conidios foram feitas com quatro repeti¢des, ja a permeabilizacdo
da membrana foi realizada com 10 repeticées. Os dados foram avaliados por meio
de ANOVA, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com probabilidade

de 95% ( < 0,05), utilizando o software computacional Jamovi 2.4.8.

3. Resultados e discussoes

3.1. Crescimento micelial

Para se desenvolverem, os fungos precisam de carbono, nitrogénio, agua,

sais minerais e fatores de crescimento (Lima, 2015). O crescimento micelial € uma
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massa filamentosa que se forma a partir da germinagdo dos conidios do fungo,
desenvolvendo as hifas, que s&o finos filamentos (Putzke et al., 1998).

Os ensaios de crescimento micelial do fungo C. okinawense, ao longo de
sete dias, mostraram que, assim como ja havia sido verificado por Gomes (2024),
a CMC é uma base polimérica de baixo custo e que permite o crescimento micelial
do fungo de forma semelhante ao que acontece com o crescimento do fungo
somente com meio de cultura BDA (Tabela 1).

Nas condi¢des testadas neste experimento, o extrato hidroalcoolico de M.
charantia L. nas concentragdes variando de 1% a 20% nao foram eficientes para
inibir o crescimento micelial do fungo C. okinawense. Com a concentragdo de
extrato a 20%, o crescimento micelial atingiu 83,4% da placa de petri ao fim de sete
dias. De maneira semelhante, o extrato hidroalcéolico de A. Indica A. Juss.,
variando nas concentracbes de 3% a 20%, nao foram eficazes para inibir o
crescimento micelial do fungo C. okinawense. O extrato na concentracdo de 20%

permitiu que o crescimento micelial atingisse 90,1% da placa de Petri (Tabela 1).

Ja o 6leo vegetal de A. Indica A. Juss. variando nas concentragdes de 0,05%
a 1%, inibiram totalmente o crescimento micelial do fungo C. okinawense, se
mostrando um o6leo interessante para inibicdo, quando usado em concentragdes
mais baixas. Ao contrario, a medida que a concentragdo de 6leo de A. Indica A.

Juss. aumenta ocorre a ampliagdo do crescimento micelial do fungo (Tabela 1).
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Tabela 1: Areas do crescimento (cm?) micelial in vitro de Colletotrichum okinawense em
revestimentos de CMC com diferentes concentracdes dos agentes ativos apos sete dias de
incubacdo a 25 + 3 °C. Os dados representam as médias de quatro repetigbes, com
respectivo erro padrdao da média.

Tratamento Area de
crescimento micelial
(%)
Controle (s6 BDA) 96,1+1,41A
Controle com CMC 96,4 +155A
Controle + tween 20 97,7+1,34 A
Controle + alcool de cereais 98,0+ 0,80 A
Fungicida 0,0x0F
ExT. M. charantiaL. 1% 98,7+ 0,41 A
ExT. M. charantia L. 3 % 98,3+ 0,38 A
EXT. M. charantia L. 4 % 92,1+1,31B
EXT. M. charantia L. 4,25 % 82,7+4,25D
EXT. M. charantia L. 4,50 % 90,4 + 2,58 CD
ExT. M. charantia L. 4,75 % 87,7+2,72D
ExT. M. charantia L. 5,0 % 79,1+3,86D
EXT. M. charantia L. 6,0 % 84,4 +3,06 D
ExT. M. charantia L. 7,0 % 87,7+5,70D
EXT. M. charantia L. 8,0 % 91,0+£1,59C
ExT. M. charantia L. 9 % 92,4 +0,69B
ExT. M. charantia L. 10 % 88,2+0D
ExT. M. charantiaL. 12 % 84,6 £5,06 D
ExT. M. charantia L. 15% 86+1,35D
ExT. M. charantia L. 20 % 83,4 +3,36 D
ExT.de A. indica A. Juss. 3% 99,3+0A
ExT. de A. indica A. Juss. 4 % 92,4+1,45C
EXT. de A. indica A. Juss. 4,25 % 914+1,20C
ExT. de A. indica A. Juss. 4,50 % 924+264C
Ext. de A. indica A. Juss. 5 % 97,9+1,38A
Ext. de A. indica A. Juss. 7 % 95,7+ 2,18 A
Ext. de A. indica A. Juss. 8 % 92,6 +1,49B
Ext. de A. indica A. Juss. 9 % 93,7+0B
Ext. de A. indica A. Juss. 10 % 84,6 +2,08D
Ext. de A. indica A. Juss. 11 % 89,3+1,49D
Ext. de A. indica A. Juss. 12 % 926+1,10C
Ext. de A. indica A. Juss. 15 % 88,2+1,56 D
Ext. de A. indica A. Juss. 20 % 90,1+1,30C
Oleo de A. indica A. Juss. 0,05 % 0,0+0,0F
Oleo de A. indica A. Juss. 0,1 % 0,0+0,0F
Oleo de A. indica A. Juss. 0,15 % 0,0+0,0F
Oleo de A. indica A. Juss. 1% 0,0+0,0F
Oleo de A. indica A. Juss. 3 % 499+963E
Oleo de A. indica A. Juss. 4 % 74,4 + 159D
Oleo de A. indica A. Juss. 5% 95,1+ 1,38C
Oleo de A. indica A. Juss. 6 % 79,9+1,59D
Oleo de A. indica A. Juss. 12 % 849+211D

Médias com diferentes letras mailusculas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey com 5% de significancia.
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O resultado deste trabalho vai de encontro aos resultados de Silva et al.
(2021), onde o oleo de A. indica A. Juss. permitiu o crescimento dos patdogenos
Fusarium sp e Aspergillus sp, mostrando que o mesmo usado em altas

concentragdes promove a replicacao in vitro destes fungos.

Cada oleo ou extrato possui sua atividade bioldgica, e isso depende da sua
composi¢cdo quimica, que € determinada pelo gendétipo da planta e influenciada
pelas condigdes ambientais e agrondmicas (Sivakumar e Bautista-Bafos, 2014).
Porém, a sensibilidade que cada fungo apresenta aos 6leos e extratos depende do
tipo do produto, da concentragdo utilizada e dos compostos presentes no produto,
pois os compostos individuais podem exibir atividade antifungica isoladamente ou
em conjunto com outros compostos (Sarkhosh et al., 2017).

Moraes (2022) cita que o 6leo essencial de laranja doce na concentragdo de
50 pL/mL é efetivo para inibir o crescimento micelial de C. okinawense em 90% ao
fim de sete dias de incubagao. J4 com o 6leo essencial de liméo siciliano, também
na concentracao de 50 pL/mL, foi verificada a inibicdo de 88 % dos micélios de C.

okinawense.

O oleo essencial de tomilho, na concentracdao de 2000 uL L -' exibe forte

atividade antifungica, eliminando totalmente a deterioracdo causada por C.

gloesporioides (Sarkhosh et al., 2017).

3.2. Germinacao de conidios

A germinacao de conidios da espécie Colletotrichum se trata da emisséo de
tubo germinativo, um filamento fino, responsavel pela producao de conidios em sua
extremidade. Para que ocorra a germinacao, além de nutrientes disponiveis e calor,
€ essencial que tenha a presenca de agua livre ou em elevada umidade relativa
(>90%) (Menezes, 2006).

O tratamento controle, preparado com solucdo de meio de cultura Batata
Dextrose Agar na concentracédo de 3,9% proporcionou 100% de germinacido de
conidios (Figura 3) ao passo que o tratamento contendo somente revestimento ativo
de CMC (1% m/v) teve 71,9% dos conidios germinados. Ja o tratamento controle +

Tween 20 teve 90,6 % dos conidios germinados.
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Neste experimento foi observado que, a medida que se aumenta a
concentragao dos extratos hidroalcéolicos de M. charantia L. e de A. indica A. Juss.
no revestimento, ocorre a diminuicdo da proporgao da germinagao de conidios em
24 horas (Figura 3). Ao contrario, o aumento da concentracdo de oleo essencial de
A. indica A. Juss. promove um aumento também da propor¢do de conidios
germinados em 24 horas.

Resultados semelhantes foram encontrados por de Melo et al. (2021), ao
observarem que o aumento da concentracdo do extrato de A. indica A. Juss.
promove a diminuigdo progressiva da esporulacdo de Fusarium. No entanto, o
mesmo padrao nao foi observado nos tratamentos com o 6leo de A. indica A. Juss.,
em que fungos crescidos nas placas que continham 0,50% do 6leo, esporularam
significativamente mais que o fungo crescido na concentracdo de 0,25% e nas
demais concentragées utilizadas, ndo seguindo, portanto, a légica observada no
ensaio com o extrato.

Quando observamos os tratamentos realizados com extrato de M. charantia
L. vimos que, com 1% de extrato no revestimento, a propor¢do de germinacao foi
53,1%, sendo que, o aumento da concentragao de extrato provoca uma reducao da
propor¢ao de conidios germinados, atingindo 3,13% nas concentragcoes de 5%
(Figura 3).

No extrato de A. indica A. Juss. também ocorre a diminuicdo da germinacgao
a medida que se aumenta a concentracao de extrato no revestimento. Com 1% de
extrato tem-se 71,9% dos conidios germinados, ja com o extrato a 5% tem-se 6,25%
dos conidios, germinados e com 6% de extrato henhum conidio germina em 24
horas (Figura 3).

A germinacao com 6leo de A. indica A. Juss. apresenta um comportamento
diferente dos extratos hidroalcdolicos. Nota-se, na Figura 3, que a medida que se
aumenta a concentracao de 6leo tem-se, também, o aumento na germinacao de
conidios. Na concentracédo de 1% de 6leo no revestimento ocorre germinagao de
50% dos conidios, ja com 5% de 6leo verifica-se 93,8% de conidios germinados.
Por outro lado, nas concentragcdes ainda menores de 6leo no revestimento, foram
encontrados valores também menores de germinacao, alcancando 28,1% de
germinacao no revestimento contendo 0,5% de 6leo (dados ndo mostrados).

O principal mecanismo de acao que a maioria dos 6leos essenciais exerce

esta relacionado com danos na parede celular, envolvendo o processo de
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desnaturagdo e coagulacdo de proteinas. Os O&leos essenciais alteram a
permeabilidade da membrana citoplasmatica aos ions hidrogénio (H*) e potassio
(K*), que compromete os processos vitais da célula como transporte de elétrons,
translocacao de proteinas, processo de fosforilagdo e outras reagées dependentes
de enzimas, resultando em perda do controle quimiosmatico da célula afetada e,
consequentemente, na morte do microrganismo (Dorman e Deans, 2000 citado por
Bona et al., 2012).

(1 ) —=— Extrato de M. charantia L.
—— I;xtrato de A. indica A. Juss
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Figura 3: Proporcao da germinacdo de conidios (%) de C. okinawense em diferentes
concentracoes de agentes ativos no revestimento de CMC, apds 24 horas de incubacao a
25 = 3°C. Os dados representam as médias de quatro repeticoes e as barras estao
indicando o coeficiente de variagdo das medidas. Fonte: Arquivo pessoal.

3.4. Analise de permeabilidade da membrana plasmatica

Os testes de permeabilidade de membranas foram acompanhados por
analises de imagens microscopicas dos conidios (Figura 4). Nota-se que apdés um
periodo de incubacéo de 24 horas, somente o tratamento utilizando extrato de M.
charantia L., na concentracdo de 6% foi capaz de causar a permeabilizacdo da
membrana plasmatica dos conidios de C. okinawense. Este fato € indicado pelo
notavel e intenso sinal de fluorescéncia, denotando que o tratamento com M.
charantia L. na concentracao de 6% facilitou a entrada e a subsequente marcacéao

da sonda, promovendo, portanto, a efetiva permeabilizacdo dessa membrana, com
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100% das células permeabilizadas (Tabela 2). Ao contrario, nas condi¢des
avaliadas, os outros tratamentos ndo demonstraram capacidade em induzir a
permeabilizacdo da membrana plasmatica dos conidios, apresentando 0% de

células permeabilizadas.

cantroby

xt. Mormadica
charintic 6%

Toxt, Neem 6%

Thiabendazol

Controle + Tween 2
Otea e Neem §,1 %

Figura 4: Imagens de microscopia de fluorescéncia dos conidios destacando as imagens
feitas em campo claro, usando um Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC), e em campo
escuro, usando a sonda fluorescente Sytox green. Os conidios foram avaliados apés 24
horas de incubacgéo a 25 * 3°C em diferentes bases poliméricas, Barras de 20 pm.

Os tratamentos de controle somente com CMC e com CMC + Tween néao
permeabilizaram a membrana plasmatica, pelo contrario mostram tubos
germinativos muito crescidos, prontos para efetivarem o crescimento micelial do
fungo C. okinawense (Figura 4).

O tratamento com o fungicida Thiabendazol na concentragédo de 0,00065
mg/l, concentragdo usualmente utilizada nas packing houses de mamao brasileiro
para combater os fungos que provocam a antracnose, nao foi efetivo para

permeabilizar a membrana plasmatica dos conidios de C. okinawense (Figura 4).
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Tabela 2: Dados da contagem do numero de conidios/100 plL feitas em campo claro (DIC),
e em campo escuro (Sytox green), e da porcentagem de permeabilizacdo da membrana
dos conidios avaliados apos 24 horas de incubacéo a 25 + 3°C em diferentes agentes ativos
no revestimento de CMC.

Tratamentos Conidios Conidios no Sytox Proporcéao de conidios
no DIC green permeabilizados (%)
Controle 10 £0 - -
Tiabendazol 10 £0 - -
Controle + Tween 20 10 £0 - -
Ext. de M. charantia 6% 10 £0 910 90
Ext. de A. indica A. Juss. 6% 10 £0 - -
Oleo de A. indica A. Juss. 10 +0 - -
0,1%

Oleo de A. indica A. Juss. 5% 10 +0 - -
Ext. de M. charantia 12% 10 £0 - -
Ext. de A. indica A. Juss. 12% 10 0 - -

Médias com diferentes letras maitusculas na mesma coluna e minudsculas na mesma linha
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

No tratamento com 6% de extrato de A. indica A. Juss. observa-se células
com aspecto avermelhado, mas que ndo foram marcadas com a sonda Sitox Green.
Esse aspecto avermelhado nos conidios indicam um estresse oxidativo, mostrando
qgue o extrato de A. indica A. Juss., ha concentragao de 6%, provoca uma desordem
interna na célula (Figura 4). O estresse oxidativo ocorre devido a producao
exagerada de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), além de
fatores exogenos, resultando em um desequilibrio que promove alteragdes
funcionais e estruturais de proteinas, peroxidacédo lipidica e danos no DNA
(Vasconcelos et al., 2007).

Ja no tratamento com 6leo de A. indica A. Juss. na concentracao de 0,1 %

(o tratamento mais efetivo para inibir o crescimento micelial) ndo houve
permeabilizacdo da membrana. No entanto podemos observar um tubo germinativo
grande, com presenca de microvacuolos indicativo de que a célula esta
aumentando sua atividade celular, com acréscimo dos microvacuolos de suco
celular (Figura 4). Em processos de degeneracao celular € comum o aumento de
vacuolos, indicando que alguma desordem celular esta acontecendo (Serra, 2020).

Segundo Juven et al. (1994), os 6leos provocam um aumento na atividade
celular do fungo, deixando a membrana mais permeavel a absor¢ao, o que resulta

em perda de conteudo celular vital. Isso acontece devido ao grupo OH- presente na
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estrutura molecular de alguns 6leos que permite a ligacdo a grupos amina e
hidroxilamina de proteinas presentes nas membranas celulares dos fungos.
Tratamentos com maiores concentragcoes de extrato de M. charantia L.
(12%), extrato de A. indica A. Juss. (12%) e oleo de de A. indica A. Juss. (5%)
também foram realizados (dados ndo apresentados). Os testes mostraram que que,
nessas condigdes, ndo houve permeabilizacdo da membrana plasmatica dos

conidios e nao foi observado nenhum estresse oxidativo nos conidios.

3.5. Cromatografia dos agentes ativos

Na analise do 6leo de A. indica A. Juss. foram identificados cinco principais
componentes, com diferentes tempos de reacdo. O acido octadecadienoico, mais
conhecido como acido linoleico, apresentou tempo de retencao de 36.01, j4 o ethyl
isso-allocholate apresentou tempo de retencdo de 54.731, o trinolein, um
triacilglicerol natural encontrado em varias plantas apresentou tempo de retencéo
de 56.595, ja a dipalmitina , derivado de TMS, apresentou tempo de retencao de
57.862 e o 2-oleoylglycerol com tempo de retencdo de 61.318. O perfil
cromatografico deste 6leo pode ser visualizado na Figura 5.

Os compostos majoritarios do 6leo de A. indica A. Juss. sdao semelhantes
com os componentes majoritarios apresentados na literatura. De forma geral pode
apresentar alguma diferengca entre um composto e outro que ocorre devido a
composicado do oleo A. indica A. Juss. ser variavel em funcdo da variedade da

planta, do solo, clima e tratos culturais (Pinto et al, 2010).

Um dos componentes do 6leo de A. indica A. Juss. mais citados na literatura,
responsavel pela acédo antifungica € o Azadiractina (Govindachari et al., 1998).
Machado et al., (2015), em seus estudos in vitro concluiu que o 6leo de A. indica A.
Juss., na concentragdo de 64 mL L ' foi eficiente para controlar o crescimento

micelial dos fungos Lasiodiplodia theobromae e C. gloesporioides.
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Figura 5: Perfil cromatografico do CG massas do 6leo vegetal de A. indica A. Juss.
destacando os picos dos componentes encontrado nos seus tempos de retengao.

Ja na analise do extrato de A. indica A. Juss., foram encontrados cinco
principais compostos, com identificagdo nao confirmada na literatura. O primeiro
composto majoritario apresenta tempo de retencao de 6.895 e area de 7.3242%, o
segundo tem tempo de retencéo de 7.744 e area de 8.094%, o terceiro foi apresenta
tempo de retencao de 8.178 e area de 5.5530%, o quarto componente tem tempo
de retencdo de 14.040 e area de 8.1541% e o quinto componente majoritario
apresenta tempo de retencéo de 15.137 e area de 2.4667%. O perfil cromatografico

deste extrato hidroalcoéolico pode ser visualizado na Figura 6.
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Figura 6: Perfil de cromatografia do HPLC do extrato de A. indica A. Juss. com os principais
picos dos componentes encontrados nos seus tempos de retengcdo em destaque.

Segundo Santos et al. (2012), no extrato de A. indica A. Juss., o principal
componente encontrado que esta associado com acdes antifungicas e
antiparasitarias € a Azadiractina, assim como no 6leo, porém, devido a forma de

extracdo, o componente pode estar em menor quantidade.

Ja na analise do extrato de M. charantia L., foram encontrados cinco
componentes majoritarios, mas com identificacdo nao confirmada na literatura. O
primeiro componente apresenta tempo de retencao de 6.884 e area de 7.3414%, o
segundo componente apresenta tempo de retencao de 7.742 e area de 7.9158%,
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o terceiro componente tem tempo de retencéo de 18.598 e area de 17.5366%, e o
quarto componente apresenta tempo de retencao de 20.568 e area de 9.7685%, e
0 quinto e ultimo componente tem tempo de retencéo 44.782 e area de 6.8320%. O

perfil cromatografico deste extrato hidroalcdolico pode ser visualizado na Figura 7.
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Figura 7: Imagem de cromatografia do HPLC do extrato de M. charantia L. com os pontos
em destaque. Fonte: Acervo pessoal.

O extrato de M. charantia L. contém uma grande quantidade de metabdlitos
secundarios, tais como, a tricosantina, momordicinas, triterpenos, esteroides,
saponinas, flavonoides, taninos e triterpenosglicosidados em sua composi¢ao
quimica, componentes que estdo associados a acgao antifungica e antimicrobiana
(do Nascimento et al., 2019).

3. Conclusao

Neste trabalho verificou-se que o revestimento de CMC com baixas
concentragdes de 6leo de Nim foi efetivo para inibir o crescimento in vitro do C.
okinawense, possivelmente devido a alteracao verificada no tubo germinativo do
conidio, com presenca de microvacuolos. Porém, em concentracées acima de 1%
ocorre o estimulo ao seu crescimento in vitro. A germinagao de conidios ocorre em
menor propor¢ao sob baixas concentracdes do 6leo de Nim, contudo ela aumenta
com a concentracdo do 6leo que possui componentes de acidos graxos e glicerol
que, possivelmente, estimulam o crescimento do fungo.

A germinacao de conidios foi inibida durante 24 horas nos revestimentos
contendo extratos hidroalcdolicos de A. indica A. Juss. e de M. charantia L. isso
pode ser atribuido a permeabilizacdo de membranas provocada pelo extrato de M.
charantia L., ou mesmo pela mudanca de aspecto e cor do conidio provocada pelo
extrato de A. indica A. Juss. A inibicdo da germinacao ocorreu em funcao do

aumento das concentracdes dos dois extratos até niveis de 6% no revestimento.
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O aumento da concentracao dos extratos hidroalcéolicos de A. indica A.
Juss. e de M. charantia L. ndo inibiu o crescimento do C. okinawense, indicando
que o fungo se adaptou ao revestimento ativo durante a incubacao de sete dias.

O revestimento ativo de CMC contendo menos de 1% de dleo de A. indica
A. Juss. foi efetivo para inibir a germinacdo e o crescimento in vitro de C.

okinawense.
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3.3. CONTROLE DE FUNGO COLLETOTRICHUM OKINAWENSE COM USO
DE REVESTIMENTOS ATIVOS INCORPORADOS COM PRODUTOS NATURAIS
DURANTE O ARMAZENAMENTO DE MAMAO ‘ALIANCA’

Reproduzido com permisséo:

Isamara RG e Eder DR. (2024). Controle de fungo Colletotrichum okinawense com
uso de revestimento ativo incorporado com produtos naturais durante o

armazenamento de mamao ‘Alianga’

RESUMO

A antracnose € uma doenca que afeta o fruto do mamao, acometendo os frutos
ainda verdes em campo, por meio dos conidios dos fungos do género
Colletotrichum. Quando o fruto amadurece a lesdo aparece e inviabiliza a sua
comercializagdo. Os revestimentos ativos incorporados aos produtos naturais
representam uma tecnologia muito utilizada e eficiente para controlar o crescimento
de fungos durante o armazenamento dos frutos. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a aplicacao de revestimentos ativos para o controle da perda de
massa, mudanca de cor, incidéncia de fungos e alteragdes fisico-quimicos de
mamaoes durante o armazenamento em camara fria a 122 C e com 90% de umidade
relativa, durante um periodo de 30 dias. Os frutos de mamao foram submetidos a
diferentes tratamentos: controle (frutos apenas sanitizados), revestimento de
Quitosana 2%, revestimento de carboximetilcelulose (CMC) 1% com 0,5% de dleo
de Azadirachta indica A. Juss., revestimento de CMC 1% com extrato de Momordica
charantia L. a 5%, utilizando um total de 52 frutos por tratamento. Os resultados
foram interpretados por analise de variancia e teste Tukey a 5% de significancia. Os
revestimentos foram eficazes para retardar a maturacao dos frutos, preservando a
cor verde por maior tempo, inibindo o crescimento micelial do fungo Colletotrichum
okinawense. Os frutos que foram revestidos com quitosana e CMC contendo 6leo
de Nim tiveram crescimento de fungos aos 12 dias, enquanto no tratamento controle
o crescimento de fungos iniciou aos 18 dias. Nos isolados obtidos dos diferentes
tratamentos, ndo foram identificadas estruturas morfolégicas tipicas de C.

okinawense, com exce¢do do controle, indicando que todos os
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revestimentos foram efetivos para inibir o crescimento deste fungo. Na analise das
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos verificou-se que os revestimentos
retardaram o processo de amadurecimento, acidez de polpa, conteudos de

agucares e acido ascorbico.

Palavras-chave: Antracnose; Mamao; Revestimento ativo, armazenamento,

qualidade dos frutos.
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3.3. CONTROL OF COLLETOTRICHUM OKINAWENSE FUNGUS USING
ACTIVE COATING INCORPORATED WITH NATURAL PRODUCTS DURING
STORAGE OF ‘ALIANCA’ PAPAYA

Reproduzido com permisséo:

Isamara RG e Eder DR. (2024). Control of Colletotrichum okinawense fungus using

active coating incorporated with natural products during storage of ‘Alianga’ papaya

ABSTRACT

Anthracnose is a disease that affects papaya fruits, affecting fruits that are still green

in the field, through the conidia of fungi of the genus Colletotrichum. When the fruit

ripens, lesions appear and make it unviable for sale. Active coatings incorporated
with natural products represent a widely used and efficient technology to control
fungal growth during fruit storage. The present study aimed to evaluate the
application of active coatings to control weight loss, color change, incidence of fungi
and physical-chemical changes in papayas during storage in a cold chamber at 12°C
and 90% relative humidity, for a period of 30 days. Papaya fruits were subjected to
different treatments: Control (fruits only sanitized), Chitosan coating 2%,
carboxymethyl cellulose (CMC) coating 1% with 0.5% Azadirachta indica A. Juss.
oil, CMC coating 1% with Momordica charantia L. extract at 5%, using a total of 52
fruits per treatment. The results were interpreted by analysis of variance and Tukey
test at 5% significance. The coatings were effective in delaying fruit ripening,
preserving the green color for a longer time, and inhibiting the mycelial growth of the
fungus Colletotrichum okinawense. Fruits coated with chitosan and CMC containing
Neem oil showed fungal growth at 12 days, while in the control treatment fungal
growth began at 18 days. In the isolates obtained from the different treatments, no
morphological structures typical of C. okinawense were identified, with the exception
of the control, indicating that all coatings were effective in inhibiting the growth of
this fungus. In the analysis of the physicochemical characteristics of the fruits, it was
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found that the coatings delayed the ripening process, pulp acidity, sugar and

ascorbic acid contents.

Keywords: Anthracnose; Papaya; Active coating, storage, fruit quality.
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1. Introducéo

O mamao é um fruto amplamente consumido em todo o mundo por ser fonte
de vitamina C e fibras. Ele apresenta padrao de respiracao climatérico, ou seja,
completa o seu amadurecimento mesmo apds colhido. Essa caracteristica
influencia na sua conservacgao pos-colheita, sendo que a melhor forma de estocar
e transportar o fruto € em camara refrigerada (Almeida e Martins, 2022).

O Brasil tem destaque na produc¢do de maméao, tanto para o mercado interno
quanto o externo. Os estados da Bahia e Espirito Santo estdo entre os maiores
produtores do fruto. Embora amplamente consumido, o fruto sofre grandes perdas
pés-colheita devido a incidéncia de fungos fitopatogénicos (Almeida e Martins,
2022; Serafini et al, 2021; Chitarra e Chitarra, 2005).

A antracnose € a principal doenga que acomete o maméao e provoca perdas
pos-colheita, ela se caracteriza por formar uma lesdo arredondada no fruto,
deixando improprio para o consumo. Esta doenga acontece ainda no campo, com
o fruto verde, onde os conidios ficam na forma latente, germinando quando o fruto
estd maduro e apresentando a doenca (Jeffries et al., 1990).

Vieira et al. (2022) descrevem que existem varios fungos responsaveis pela
antracnose, tais como: colletotrichum okinawense, C. gloesporioides, C.
theobromicola, C. fructicola, C. chryshophilum, C. plurivorum, C. truncatum, C.
Karsti, C. siamense e C. queenslandicum, sendo o fungo C. okinawense o mais
prevalente, encontrado em nove estados produtores de mamao.

O uso de revestimento ativo com diferentes bases poliméricas tem se
mostrado uma tecnologia eficiente para inibir o crescimento de fungos durante o
armazenamento de frutos. Essa tecnologia € de baixo custo, facil preparo e
aplicacao e confere protecdo ao fruto, atuando como uma barreira a gases
(Azevedo et al., 2007).

A quitosana € um polimero hidrofilico, oriundo da desacetilagao da quitina,

que forma um revestimento ativo de coloragao transparente e com potencial
antimicrobiano (Kean e Thanou, 2010). A quitosana tem sido eficiente para
controlar fungos em algumas frutas. Em uvas o revestimento de quitosana foi
eficiente para controlar o fungo Botrytis cinerea (Camili et al., 2007), ja em mangas
controlou a antracnose provocada pelo fungo C. gloeosporioides (Zhu et al., 2008).
A carboximetilcelulose (CMC) é uma base polimérica de baixo custo muito
utilizada para preparo de revestimentos ativos. Em goiabas, Forato et al. (2015),
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utilizaram o revestimento com CMC e concluiram que foi eficiente para aumentar a
vida util das goiabas, preservou a cor, a firmeza e reduziu a perda de massa dos
frutos.

Os revestimentos ativos se destacam como uma tecnologia interessante,
pois permite a incorporacdo de agentes ativos, naturais ou sintéticos que
apresentam acado antifungica, antioxidante, antibacteriana, de acordo com sua
composicao (Domingues et al, 2024; de Almeida et al, 2021).

A aplicagao do 6leo de Azadirachta indica A. Juss. utilizando 200 pg, garantiu
60% de inibicdo do crescimento micelial e 53,8% de inibicdo da germinagao do
fungo Colletotrichum gloeosporioides (Silva et al., 2011). J4 o extrato de folhas de
Azadirachta indica A. Juss. inibiu o crescimento vegetativo de Fusarium oxysporum
f. sp. ciceri, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, e Sclerotinia sclerotiorum
(Mossini; Kemmelmeier, 2004).

O extrato da folha de Momordica charantia L. foi eficaz contra cepas de
Candida, sendo fungistatico nas concentracdes de 312,5ug/mL para C. albicans e
625ug/mL para C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata e apresentou capacidade
fungicida na concentragdo de 625ug/mL para a espécie C. albicans e 1250ug/mL
para C. tropicalis (da Silva et al, 2019).

Neste trabalho propbe-se a utilizagcdo de uma base polimérica CMC na
concentracao de 1%, da quitosana a 2%, utilizando o 6leo de Azadirachta indica A.
Juss. a 0,5% e o extrato de Momordica charantia L. a 5%, tendo como referéncia
uma pesquisa anterior que realizou testes in vitro avaliando a germinacao de
conidios e crescimento micelial de fungos causadores da antracnose (Gomes et al,
2024).

Existem estudos que avaliaram a agao de revestimentos ativos incorporados
com Oleos e extratos vegetais para a conservagao pés-colheita de frutos (Alves et
al., 2022), porém, ainda existem lacunas sobre a influéncia de diferentes agentes
ativos, considerando as caracteristicas de agentes ativos incorporados nos
revestimentos, sobre o crescimento de fungos causadores da antracnose do
mamao.

Neste trabalho, investiga-se a aplicacao de revestimentos com agentes
ativos naturais, que afetam interacbes com a base polimérica, avaliando os seus
efeitos sobre o crescimento de fungos durante o armazenamento do maméao. O

objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do revestimento ativo de
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carboximetilcelulose (CMC, 1% m/v) incorporado com 0,5% de 6leo de A. indica A.
Juss., e com extrato de Momordica charantia L. a 5%, além do revestimento ativo
de quitosana 2% que, conforme estudo anterior apresentou efeito de ruptura da
membrana de conidios de fungos causadores de antracnose, comparando com o
tratamento controle (frutos sem revestimento), monitorando os parametros de perda
de massa, cor, incidéncia de fungos e alteragbes fisico quimicas, durante o

armazenamento de mamdes em condigoes de refrigeracao.

2. Material e métodos

2.1. Materiais

Todos os materiais utilizados no preparo do revestimento foram adquiridos
comercialmente, a carboximetilcelulose foi adquirida na Dindmica Quimica
Contemporanea Ltda e os agentes ativos (6leo de A. indica A. Juss. e extrato
hidroalc6olico de Momordica charantia L.) foram adquiridos comercialmente da

empresa Mundo dos Oleos.

2.2. Obtencao dos frutos de mamao

Os frutos de mamao cultivar Alianca foram cedidos pela empresa Caliman
Agricola S. A, situada em Linhares - ES. Os 208 frutos utilizados neste experimento
tinham padrao de peso de 450 g e 15% da coloracédo da casca amarela.

Os frutos foram transportados em caixas de papeldao acartonado, sob
refrigeracao, para o Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA/CCTA/UENF),
onde foram selecionados, visando a escolha de frutos ausentes de defeitos e sem
injurias mecanicas. Posteriormente os frutos foram higienizados com banho de
solucdo clorada e em seguida lavados em banho de agua destilada e secos
naturalmente. Os frutos foram mantidos provisoriamente em camara fria a 12 °C e

90% UR, até a conducgéao dos ensaios (Figura 1).
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Figura 1: Acondicionamento dos frutos em camara fria na temperatura de 122 C e UR
90%. Fonte: Acervo pessoal.

2.3. Preparo dos revestimentos ativos

O revestimento de carboximetilcelulose foi preparado na concentracdo de
1% (m/v). Primeiramente a CMC foi dissolvida em agua destilada (1 % m/v) e a
solugcdo foi aquecida em banho-maria sobre placa aquecedora, com agitagdo
magnética constante até a temperatura de 70 °C por um tempo de 30 minutos.
Posteriormente, o revestimento foi resfriado em banho de gelo até atingir a
temperatura 25°C, teve a incorporagao dos agentes ativos naturais, foi realizada a
homogeneizacdo (Gehaka/PG200) e posteriormente seu pH corrigido para 5,6
(Gomes et al., 2024).

A quitosana na concentragao de 2% (m/v) foi preparada com uma solugao
aquosa (1% v/v) de acido acético, com agitagdo constante em chapa aquecedora
por 6 h, mantendo a temperatura de 40°C. O pH da solucao foi corrigido para 5,6,
para garantir que o acido acético nao interfira na acao antifungica. Posteriormente,

o revestimento foi resfriado em temperatura ambiente (Granja et al., 2021).

2.4. Analise de perda de massa

As medidas de massa de cada fruto foram realizadas no inicio do
armazenamento (primeiro dia), e em intervalos de seis dias, durante os 30 dias de
armazenamento, com 40 repeticdes para cada tratamento. As medidas foram feitas
em balanca semianalitica (Gehaka BG 2000), que possui precisao de 0.01.

Os resultados de perda de massa serao calculados em relacdo a massa
inicial dos frutos, sendo normalizados em g 100 g-! do fruto.
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py =100 ;_Pn x 100 (Ea.1)
l

Onde:

PM = representa a perda de massa dos frutos (%);
Pi = o peso inicial do mamé&o (g) no inicio do armazenamento;

Pf = o peso do mamao (g) em cada tempo de amostragem.

2.5. Analise de cor da casca dos frutos de mamao

A analise de cor da casca dos frutos foi realizada com auxilio de um
colorimetro da marca Hunterlab Miniscan Spectrphotometer XE Plus, previamente
calibrado com placas refletivas de cores preta e branca, com padréo de iluminagao
D 65 e observador com angulo de 102. As medidas foram feitas em dois pontos
equidistantes do fruto: uma no lado (EXP), lado exposto ao sol; e outra do lado
(NEXP), lado nao exposto ao sol, realizadas no primeiro dia de armazenamento e
depois em intervalos de seis dias durante 30 dias de armazenamento dos frutos,
com 40 repeticdes.

Os resultados foram expressos pelo sistema CIE L, “a” e “b” de Hunter, em
que os valores de CIE L (luminosidade ou brilho) variam de preto (0) ao branco
(100); os valores de CIE “a” correspondem a variagao de tonalidades de cor
vermelha (a+) até cor verde (a-); e os valores de CIE “b” indicam variagao na faixa

de cor amarela (b+) até a cor azul (b-).

2.6. Analise do crescimento de fungos no fruto

Para determinacao da area de crescimento fungico nos frutos, foram feitas
imagens da superficie do fruto no primeiro dia do experimento e depois disso a cada
seis dias, durante o armazenamento de 30 dias. As imagens foram feitas sobre uma
mesa com auxilio de uma haste de metal, com camera de celular Iphone 13, com
24 megapixels, distancia de foco de 30 centimetros, ambiente de fundo de cor azul
e iluminacao com lampadas fluorescentes, com 40 repeticoes.

As imagens foram processadas no programa Quant, apés a reducao do
numero de cores para 80 tonalidades, com definicao das faixas dos parametros de
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cor RGB tipicos do crescimento de fungos. Os resultados foram expressos em %
da superficie do fruto contendo a mancha de crescimento de fungos (Liberato,
2001).

Além disso, também foi quantificado o numero de frutos com presencga ou
auséncia de fungos nos diferentes tratamentos, ao longo do armazenamento dos

mamoes.

2.7. Analises fisico - quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas no tempo de 0 dias (inicio do
tratamento), tempo de 12 dias de armazenamento, 24 dias de armazenamento e 30

dias de armazenamento, utilizando trés repeti¢cdes de frutos por tratamento.

2.7.1. Acidez titulavel e pH (potencial hidrogenidnico)

Na avaliacdo da acidez total titulavel e do pH, 5 g da polpa do fruto foram
homogeneizadas em triturador (Gehaka/PG200), por 10 minutos, para promover o
rompimento dos tecidos. As analises foram feitas em triplicatas, com trés repeticoes
de amostras de trés frutos para cada tratamento.

A analise de acidez titulavel foi determinada por titulagdo, de acordo com a
metodologia descrita por Molon, (2003). Uma amostra de 10 g da polpa do fruto
(que foi anteriormente homogeneizada em turratec por 10 min) foi transferida para
um Erlenmeyer de 125 mL, teve o volume completado para 100 mL de agua
destilada, com adicao de 3 gotas de indicador fenolftaleina. A titulagado foi conduzida
com solucao NaOH 0,1 M até o ponto de viragem do indicador de incolor para rosa.

Os resultados foram expressos em teor de acidez (% acido citrico), conforme

Equacao 2.

Acidez total (%) = VxNxf;”wO (Eq.

2)

Onde:
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V (mL) = volume de NaOH gasto na titulagao;

f = fator de correcao da solugéo de NaOH;

F = fator do acido predominante no fruto (acido citrico);
P = peso ou volume da amostra (g ou mL);

N = normalidade da solugdo de NaOH.

2.7.2. Solidos soluveis totais (SST)

A analise de solidos soluveis totais foi feita com 0 mesmo material utilizado
para analise de acidez, utilizando um refratdbmetro digital (modelo ATAGO PAL-3,
Japao) no inicio do experimento e nos trés tempos de armazenamento. Trés gotas
da polpa do fruto triturada na temperatura de 25 + 2 foram colocadas sobre o
refratbmetro para a leitura, conforme metodologia descrita na AOAC, (1997). Os

resultados foram expressos em °Brix.

2.7.3. Acucares redutores e agucares totais

Para a determinacao de agucares redutores e agucares totais foram pesados
2 g da amostra homogeneizada em turratec e seguido o método de Lane-Eynon,
também conhecida como Método de Fehling (Normas do Instituto Adolfo Lutz,
2008).

Para isso foram transferidos para um erlenmeyer de 250 mL, com auxilio de
pipeta, 5 mL da solucdo A e 5 mL da solucao B de Fehling, e adicionados 50 mL de
agua destilada, aquecendo-se até a ebulicdo. Em seguida, a amostra teste foi
transferida para uma bureta de 25 mL e adicionada gota a gota sobre a solucao de
Fehling, em ebulicdo, agitando-se sempre até que a solugcao passou da cor azul a
incolor. Foram adicionadas 2 a 3 gotas de azul de metileno e concluida a titulacao
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com a mudanga de coloragédo, ficando um residuo de cor vermelho tijolo no fundo
do erlenmeyer.

O licor de Fehling foi padronizado anteriormente com uma solugao de glicose
a 0,5% v/v em agua, com trés repeticoes.

Os resultados para agucares redutores foram expressos em teor de agucar

redutor (% glicidios redutores em glicose), conforme Equacao 3:

FC %100 x 100

)
AR — (Eq. 3)

Onde:

AR = Conteudo de agucares redutores (%)

FC = titulo da solucéo de Fehling;

V = volume da amostra gasto na titulagdao, em mL;
P = peso da amostra em g.

Para a determinacédo de acucares totais foi realizado uma hidrolise acida,
utilizando-se 25 mL da amostra aquecida a 60 2C, que recebeu a adi¢do de 0,5 mL
de HCI concentrado e permaneceu em banho-maria, durante 60 min.
Posteriormente, a amostra foi resfriada a temperatura ambiente e neutralizada com
solucdo de hidroxido de sodio a 30%, o que foi verificado com adi¢cao de gotas de
fenolftaleina e com o uso de tiras de papel de tornassol. A solugao foi transferida
para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua
destilada. A partir dai, foi feita a determinacao, conforme descrito, para o ensaio de
acucar redutor.

Os resultados de agucares totais foram expressos em teor de agucar total

(% glicidios totais, glicose + sacarose), conforme Equacéo 4:

FC 100 x 100

AT=2 (Eq. 4)

VxP

Onde:
AT = Conteudo de acgucares soluveis totais (%)

FC = titulo da solucao de Fehling;
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V = volume da amostra gasto na titulagao, em mL,;

P = peso da amostra em g.

2.7.4. Vitamina C

Para determinacao de vitamina C, foram pesados 10 g de polpa de maméao
homogeneizada em turratec e foi depositada em um Erlenmeyer de 250 mL, foi
adicionado 2 mL de &acido sulfurico a 20% (v/v). Apos acidificar a amostra foi
adicionado 1 mL da solucédo de iodeto de potassio e 1 mL da solugdo de amido a
1%. Posteriormente foi titulado imediatamente com uma solu¢cdo de iodato de
potassio 0,005 mol. L". Ao final da titulagdo ocorreu o aparecimento da cor azul
intenso (Normas do Instituto Adolfo Lutz, 2008).

A solucado de amido foi preparada com um pouco de agua destilada em
temperatura ambiente em aproximadamente 0,5000g de amido soluvel previamente
pesado, formando assim uma pasta. Apos a formacao da pasta, foi adicionado 40
mL de agua em ebulicdo em agitagao constante. Ao atingir a temperatura ambiente,
essa solucao foi inserida em um baldo de 50 mL e foi acrescida agua até atingir a
linha do menisco.

Para o preparo da solucao de iodeto de potassio (Kl), foi adicionado 3,0000g
de Kl p.a em um baldo volumétrico de 50 mL, em seguida, adicionou-se agua
destilada para homogeneizacdo e completou-se o volume do baldo até atingir a
linha do menisco.

Para o preparo da solucao de iodato de potassio com concentracao de 0,005
mol. L', foi pesado quantitativamente em um béquer de 50 mL, a quantidade de
0,5336g de KlO3 a 99% sendo previamente seco em estufa a 1802C. Dissolveu-se
em agua destilada e transferiu-se para um baldo volumétrico de 500 mL
completando o volume com agua até o menisco. Apos a solucdo ser
homogeneizada, foi transferida para um frasco de vidro ambar, limpo e seco.

Os resultados foram expressos em teor de vitamina C (% acido ascorbico),

conforme Equacao 5:

Vit C =% x 100 (Eq. 5)



93
Onde:
Vit C = Teor de vitamina C na amostra (% acido ascérbico)
V= volume de iodato gasto na titulagcao (mL);
F= 8,806 ou 0,8806 respectivamente para KIO3 0,02 M ou 0,002 M;

P= massa da amostra (g).

2.8. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram processadas no programa Jamovi, sendo
realizada analise de variancia, seguido por teste de comparagdo de médias pelo

teste de Tukey a p < 0,05. Os graficos foram feitos no programa Origin.

3. Resultados e discussao

3.1. Analise de perda de massa

A perda de massa nos frutos acontece devido a evaporacdo da agua dos
frutos no ambiente de armazenamento, sofrendo efeito do metabolismo dos
mesmos durante o armazenamento, uma vez que o fruto continua sua respiracao e
transpiracao, o que provoca perda de agua e amolecimento dos tecidos dos frutos
(Carvalho e Lima 2008).

De acordo com a Figura 2, podemos observar que todos os frutos perderam
massa ao longo dos 30 dias de armazenamento, ocorrendo um aumento

progressivo ao longo do tempo. O tratamento que teve maior perda de massa ao
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longo de 30 dias foi aquele com revestimento dos frutos com CMC 1% + Oleo de

A. indica A. Juss. 0,5%, tendo uma perda de massa de 7% aos 30 dias.

3 Controle

Quitosana 2%

CMC 1% + Ext. M. charantia L. 5%
1 CMC 1% + Oleo A. indica A. Juss. 0,5%| 3

Perda de massa (%)

18
Tempo (dias)

30

Figura 2: Proporcdo de perda de massa (%) dos frutos submetidos aos diferentes
tratamentos de revestimentos ativos, armazenados em camara fria a 122 C e 90 % de
umidade relativa. Os dados apresentam as médias de 40 repeticbes e as barras estdo
indicando o erro padrdao das medidas, com testes de comparacdo de médias a 5% de
significancia.

Resultados semelhantes foram encontrados por Domingues et al. (2024),
que demostraram que mamoes revestidos com CMC contendo 6leo essencial de
capim limao apresentaram maior perda de massa (21,50%) do que o tratamento
controle (18,82%).

Carnelossi et al. (2009) também verificaram que frutos de mamao tratados
com 6leo essencial de Eucalyptus citriodora (eucalipto) apresentaram maior perda
de massa (35,1 g) do que o tratamento controle (4,4 g).

No presente experimento verificou-se que os frutos do tratamento controle
apresentaram uma tendéncia de menor perda de massa em comparacao aos frutos
gue passaram pelos tratamentos com quitosana 2% e aqueles que foram revestidos
com CMC + extrato de M. charantia L. 5%. A andlise estatistica ndo demonstrou
diferengas significativas entre os tratamentos dentro dos intervalos de tempo de
armazenamento. Porém, os frutos revestidos com CMC 1% + Oleo de A. indica A.
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Juss. 0,5% apresentaram maior perda de massa ao longo de todo o
armazenamento. Esta maior perda de massa pode ser atribuida a perda de umidade
associada ao revestimento impregnado na superficie dos frutos. Neste caso, a
incorporacao de pequena concentragcado de 6leo no revestimento contribuiu para o
aumento da perda de massa, possivelmente pela formacdo de uma camada que
agrega mais umidade.

O revestimento com quitosana a 2% nao foi eficiente para reduzir a perda de
massa dos frutos durante os 30 dias do armazenamento. Outros trabalhos também
mostram que em outras frutas como péssego 'Douraddo’ o revestimento de
quitosana também nao foi eficiente em reduzir a perda de massa dos frutos (Santos
et al., 2008).

O tratamento com CMC + extrato de M. charantia L. 5% também n&o reduziu
a perda de massa, quando comparado com o tratamento controle, mas apresentou
menor perda de massa que o tratamento de CMC 1% + Oleo de A. indica A. Juss.
0,5%. Demartelaere et al. (2015), identificaram que os frutos de mamao
pulverizados com extrato de M. charantia L. apresentaram maiores notas de
aparéncia quando se utilizava a concentragdo de 10 ug. mL" e quando comparado
com o extrato de Allamanda blanchetti na mesma concentragéo.

A perda de massa dos frutos esta associada a taxa de transferéncia de
massa de vapor d’agua da superficie dos frutos, sendo influenciada pelo déficit de
pressao de vapor d’agua em relagdo ao ambiente de armazenamento, em que o
menor gradiente de pressao de vapor entre o fruto e 0 ambiente de armazenamento

reduz a taxa de transpiracao dos frutos (Sanches et al., 2011).

3.2. Analise de cor da casca dos frutos de maméao

A cor da casca dos frutos esta atrelada aos seus pigmentos organicos que
sofrem transformacgdes durante a maturacao, alterando a sua cor verde (com muita
clorofila), com degradacao da clorofila e sintetizacdo de compostos carotenoides
gue vao ser responsaveis por deixar a cor do fruto com aspecto amarelado na fase
madura (Borges et al., 2016).
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Os frutos, no inicio do armazenamento, apresentaram coloracéo verde e, ao
longo do tempo de estocagem, sofreram uma mudancga de tonalidade até atingir a

coloragdo amarelada, conforme indicado pelos parametros de cor mostrados na

Figura 3.
[ Controle
) [E] Quitosana 2% (B)
100 [Z55] CMC 1% + Ext. M. charantia L. 5 % 30
d - E
CMC 1% + Oleo A indica A. Juss. 0,5% , CMC 1%+ Ext. M. charantia L. 5%
904 254 [2:2] CMC 1% + Oleo A. indica A. Juss 0,5 %

80 204

Parametro de Hunter L
Parametro de Hunter a

A T

0 6 12 18 24 3
Tempo (dias) Tempo (dias)

o

(©

Controle

== Quitosana 2%

CMC 1% + Ext. M. charantia L. 5%
CMC 1% + Cleo A. indica A. Juss. 0,5%

Parametro de Hunter b

Tempo (dias)

Figura 3: Parametro de Hunter L (A), parametro de Hunter a (B) e parametro de Hunter b
(C) dos frutos submetidos aos diferentes tratamentos de revestimentos, armazenados em
122 C e 90 % de umidade relativa. Os dados apresentam as médias de 40 repeticdes e as
barras estao indicando o erro padrao das medidas, com testes de comparacao de médias
em cada tempo de armazenamento, a 5% de significancia.

As medidas do parametro de Hunter L, que determina a luminosidade ou
brilho, variando do preto (0) ao branco (100), mostram que nos tempos de 0 e 6
dias, todos os tratamentos nos frutos promoveram valores de brilho em torno de 50,
nao apresentando entre os tratamentos, em cada intervalo de tempo (Figura 3.A).
Ja, a partir do 12° dia, o tratamento controle apresentou maior brilho, quando
comparado aos tratamentos de quitosana a 2%, CMC + extrato de M. charantia L.
5% e CMC 1% + Oleo de A. indica A. Juss. 0,5%.

Ja o parametro de Hunter a que determina a variacdo das tonalidades na

faixa do vermelho (a+) ao verde (a-) mostra que no inicio do armazenamento
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(tempo de 0 dias e 6 dias) todos os tratamentos apresentaram frutos de coloragao
verde (valores negativos de Hunter a). Contudo, a partir do 122 dia, o tratamento
controle comecou a se diferir dos demais tratamentos, apresentando uma mudancga
da cor verde tipica do processo de amadurecimento, enquanto os tratamentos de
quitosana a 2%, CMC + extrato de M. charantia L. 5% e CMC 1% + Oleo de A. indica
A. Juss. 0,5% ainda apresentaram uma tonalidade mais esverdeada (Figura 3B).
Destaca-se que todos os revestimentos retardaram a mudanga da cor verde dos
frutos, independentemente do tipo de revestimento.

As medidas do parametro de Hunter b, que indicam varia¢des da cor amarela
(b+) até a cor azul (b-), mostram que os frutos foram amadurecendo ao longo de
30 dias de armazenamento, aumentando a coloracdo amarela. No inicio do
armazenamento, aos seis dias, todos os frutos apresentaram os mesmos valores
para o parametro de Hunter b. Mas, a partir do 122 dia os frutos apresentaram uma
evolucdo destacada do indice de cor amarela no tratamento de controle. Mesmo
assim, os indices de cor nao foram afetados pelos tipos de revestimentos, em cada
intervalo de tempo de armazenamento (Figura 3.C).

A aplicacao de revestimentos de CMC 1% + dextrina 0,2 % e CMC 0,8 % e
dextrina 0,5% em magas ‘Tommy Atkins’ foram eficazes para retardar o
amadurecimento dos frutos (coloracdo amarela) (Amariz et al. 2008).

Forato et al. (2015) constataram que o revestimento de CMC a 1% foi
eficiente para retardar as alteracbes da cor da casca em frutos de goiaba,
preservando a coloragdo verde por mais tempo.

O revestimento de quitosana 1,5% retardaram o amadurecimento de mangas
"Tommy Atkins', durante nove dias de armazenamento a 23 °C (Souza et al., 2011).
Em carambolas tratadas com quitosana a 2% e 3%, mostraram que o revestimento
agiu atenuando as trocas gasosas com o meio externo, retardando a sintese de
pigmentos e a senescéncia, preservando a cor natural dos frutos (Sanches et al.,
2018).

Os revestimentos de quitosana a 2%, CMC + extrato de M. charantia L. 5%
e CMC 1% + Oleo de A. indica A. Juss. 0,5% demoraram mais tempo para
apresentar coloracdo amarela, quando comparado com o controle, indicando que
os revestimentos foram eficientes para reduzir os processos metabdlicos dos frutos,
conforme ilustrado na Figura 4. Isso acontece, pois o0s revestimentos formam uma

camada protetora na superficie dos frutos que reduz as trocas gasosas do
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ambiente, além de reduz a sintese de carotenoides e a degradagao da clorofila
(Bautista-Bands et al., 2006).

TO- 30 dias

T1- 0 dias

T1- 30 dias

T2- 0 dias

T2- 12 dias

T2- 30 dias

T3- 0 dias

T3- 30 dias




99

Figura 4: Aparéncia de amostras dos frutos durante os intervalos de tempo de 0, 6, 12, 18,
24 e 30 dias de armazenamento em camara fria a 12 °C e 90 %UR. TO- controle; T1- frutos
revestidos com quitosana 2%; T2- frutos revestidos com CMC 1% + Ext. M. charantia L. 5%
e T3- frutos revestidos com 6leo de A. indica A. Juss. 0,5%.

3.3. Analise do crescimento de fungos no fruto

Nos ensaios in vivo, com os diferentes revestimentos ativos, foram
observados que o aparecimento de fungos iniciou no 122 dia de armazenamento,
onde os tratamentos de quitosana 2% ja apresentava trés frutos contaminados. e o
tratamento de CMC + dleo de A. indica A. Juss. 0,5%, apresentavam seis frutos
contaminados (Figura 5).

No tempo de 18 dias de armazenamento todos os tratamentos ja
apresentavam frutos contaminados, sendo que o tratamento controle apresentava
cinco frutos contaminados; o tratamento de quitosana 2% continham 24 frutos
contaminados; o tratamento de CMC + Ext. M. charantia L. 5% apresentaram 11
frutos contaminados; e o tratamento de CMC + 6leo de A. indica A. Juss. 0,5% teve
27 frutos contaminados (Figura 5).

Aos 24 dias de armazenamento o tratamento controle apresentava 97,5 %
dos frutos contaminados; ja o tratamento de quitosana, 2% tinham 100% dos frutos
contaminados; o tratamento de CMC + Ext. M. charantia L. 5% apresentavam 92,5%
dos frutos contaminados; e o tratamento de CMC + 6leo de A. indica A. Juss. 0,5%

com 100% dos frutos contaminados.
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Figura 5: Numero de frutos contaminados ao longo dos 30 dias de armazenamento a 12 °C
e 90% UR, avaliados para os tratamentos de controle, tratamento de quitosana 2%,
tratamento de CMC + Ext. M. charantia L. 5% e tratamento de CMC + 6leo de A. indica A.

Juss. 0,5%.

Ao determinar a area de crescimento fungico ao longo dos dias de

armazenamento (Tabela 1), percebemos que os tratamentos com quitosana 2% e

CMC + 6leo de A. indica A. Juss. 0,5% apresentaram as maiores areas de

crescimento fungico no 309 dia de armazenamento. O tratamento de CMC + Ext.

M. charantia L. 5% e o tratamento controle apresentaram as menores areas de

crescimento fungico ao longo dos 30 dias de armazenamento.
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Tabela 1: Area do crescimento micelial (%) de fungos em duas faces (exposta e
nao-exposta ao sol) dos mamoes ‘Alianga’, armazenados por 30 diasa 12 °C e 90%
UR, avaliados para o tratamento controle (T0), tratamento de quitosana 2% (T1),
tratamento de CMC + Ext. M. charantia L. 5% (T2) e tratamento de CMC + éleo de

A. indica A. Juss. 0,5% (T3). As barras estao indicadas com o erro padrao das

medidas.
0 dias 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias 30 dias
TO EXP 0+0Ab 0+0Ab O0x0ADb 0,02+0,01 0,74+0,09 105+2,14
Bb Bb Aa
TO NEXP 0+0Ab O0x0ADb 0+0ADb 0,03+0,02 105+2,14 11,6+257
Bb Aa Aa
T1EXP 0+0Ac O0x0Ac 0,07+004 3,19+1,05 9,06+20 13,11 %
Ac Ab Aa 2,53 Aa
T1 NEXP 0+0Ad O0x0Ad 0+0Ad 1,45+039 8,92+231 19,5+3,93
Bc Ab Aa
T2 EXP 0+0Ac O0zx0Ac 0+0Ac 0,28+0,11 568+1,04 12,3+1,95
Bb Aa Aa
T2 NEXP 0+0Ac O0zx0Ac 0+0Ac 0,23+0,10 553+1,19 11,9+249
Bb Aa Aa
T3 EXP 0+t0Ad O0x0Ad 0,23+0,10 3,11+058 7,46+1,35 14,0+223
Ad Ac Ab Aa
T3 NEXP 0+t0Ad O0x0Ad 0,05+05 241+069 853+212 18,6+3,10
Ad Ac Ab Aa

Médias seguidas por letras maiusculas iguais, na mesma coluna, nao diferem entre si, ja
as médias seguidas por letras minusculas iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey. As médias foram apresentadas com seus respectivos desvios
padroes.
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Fischer et al. (2012), ao estudarem o efeito da quitosana nas concentragoes
de 1e 6 g/L-" viram que nao foram eficazes na redugéo da incidéncia da antracnose
em frutos de goiaba, causada pelo C. gloeosporioides.

Ja em frutos de mamao, Domingues et al. (2024) observaram que o 6leo
essencial de capim-limdo e o 6leo essencial de hortela-pimenta, ambos nas
concentragdes de 0,25 aplicados diretamente nos frutos, proporcionaram maiores
lesdes de antracnose do que o tratamento controle.

Para avaliar os fungos que cresceram durante o armazenamento dos
mamaoes, realizou-se o ensaio de isolamento dos fungos obtidos de amostras dos
contaminantes que cresceram em cada tratamento, procedendo-se a identificagdo
das estruturas morfoldgicas das culturas isoladas (Figura 6), com observagao em
microscopio éptico com aumento de 100 x. Nos isolados dos fungos foi verificado
que somente o tratamento controle apresentou conidios com morfologia e padrao
semelhantes ao fungo C. okinawense (Andrade et al., 2007). Os outros tratamentos
apresentaram estruturas com morfologia semelhante a leveduras (de Souza et al.,
2021) e outros fungos, como o Fusarium (Araujo et al., 2021). Isso evidencia que os
revestimentos foram eficientes para inibir o crescimento micelial do fungo C.
okinawense, contudo, as bases poliméricas serviram como meio de cultura para o
crescimento de outros fungos contaminantes dos frutos ou do ambiente de
armazenamento, mas que nao foram inibidos pelos agentes ativos presentes nos
revestimentos.
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Figura 6: Imagens dos frutos contaminados com respectivas aparéncias das estruturas
morfoldgicas dos fungos que cresceram nos mamodes armazenados em camara friaa 12 °C
e 90 %UR, nos tratamentos de controle (T0); frutos revestidos com quitosana 2% (T1);
frutos revestidos com CMC 1% + Ext. M. charantia L. 5% (T2); frutos revestidos com CMC
1% + Oleo de A. indica A. Juss. 0,5% (T3).

3.4. Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas (Tabela 2) sdo importantes para avaliar as
mudancgas quimicas que acontecem nos mamoes e que influenciam na qualidade
ao longo do amadurecimento dos frutos.

O pH da polpa de maméao sem revestimento (tratamento controle) foi mais
alto no inicio do armazenamento e reduziu até o 24° dia, aumentando novamente
aos trés dias de estocagem. O mesmo comportamento foi observado para os frutos
tratados com revestimento contendo extrato de M. charantia e 6leo de A. indica A.
Juss. (Tabela 2). No entanto, os frutos revestidos com quitosana ndo apresentaram
variagdes significativas de pH ao longo de 30 dias de armazenamento, indicando
alteragcao no padrdao de metabolismo dos frutos. Segundo Pinto et al. (2006), a
alteracao da acidez é devido ao processo de respiragdo do maméao, em que alguns
acidos sao utilizados no metabolismo do ciclo de Krebs. Segundo de Oliveira et al.
(2016), em goiabas o valor de valor de pH mais baixo foi observado em frutos sem
revestimento, o que confirma que o amadurecimento foi mais rapido nas goiabas
gue nao foram revestidas.

E notavel que acontecem mudancas de pH durante armazenamento de
alimentos, visto que, em processos de decomposicdo causado por hidrélise,
oxidacdo ou fermentacdo, ocorrem mudangas na concentracdo de ions de
hidrogénio no alimento (Souza et al., 2010). Segundo Pimentel et al. (2011),
ocorrem sintese de acidos organicos durante o amadurecimento dos frutos,
provocando reducao do pH. Por isso, nos frutos revestidos, o amadurecimento é
retardado, tendendo o pH a se manter mais elevado do que o tratamento controle
(Tabela 2).
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Tabela 2: Analises fisico-quimicas da polpa dos mamdoes “Alianga” armazenadas a 122C e
90% UR. Ensaios com os tratamentos de controle (T0); frutos revestidos com quitosana 2%
(T1); frutos revestidos com CMC 1% + Ext. M. charantia L. 5% (T2); frutos revestidos com
CMC 1% + Oleo de A. indica A. Juss. 0,5% (T3).

Tratamentos* 0 dias 12 dias 24 dias 30 dias
TO 538+0,09Aa 5,09+0,02Cb 4,94 £0,005 Dc 5,0 £ 0,03 Bb
pH T1 538+0,09Aa 530+0,02Aa 520+0,008 Aa 5,29 +0,008 Aa
T2 5,38+0,09 Aa 5,21+0,006Ba 5,08 +0,005 Cb 5,32 £ 0,09 Aa
T3 5,38+0,09Aa 5,13+0,009Cb 5,13 £0,008 Bb 5,21 +£0,04 Aa
TO 0,06 +0,02 Aa 0,07 +0,005 Aa 0,07 £0,008 Aa 0,10 £ 0,02 Aa
Acidez (% de T1 0,06 +0,02Aa 0,07+0,006 Aa 0,09 +0,01 Aa 0,07 £0,01 Aa
acido citrico) T2 0,06 +0,02Aa 0,07+0,006 Aa 0,08+0,01Aa 0,08 £ 0,01 Aa
T3 0,06 +0,02Aa 0,07 +0,0056 Aa  0,09+0,02 Aa 0,07 £ 0,005 Aa
TO 11,4 £1,08 Aa 12,9 £0,09 Aa 11,2 £ 0,08 Ba 10,9£0,17 Aa
S6lidos soliveis T1 11,4 +£1,08 Aa 10,9 £0,01 Ca 10,8 £ 0,25 Ba 11,3+£0,08 Aa
(°Brix) T2 11,4+1,08Aa 10,6+0,04Ca 11,8%0,15Aa 10,6 £ 0,16 Aa
T3 11,4+1,08 Aa 12,3+0,01Ba 11,7 £0,09 Aa 11,3+0,26 Aa
TO 72,4 +4,15 Ac 103 £ 3,79 Aa 81,1+2,99 Ac 90,5 +4,01 Ab
Acido ascérbico T1 724+415Aa 76,3+2,24Ba 71,0 £0,46 Ba 58,4 +3,87 Cb
(mg 100g ) T2 72,4+415Ab 73,2+3,36 Bb 66,3 + 0,48 Bb 81,9+2,55 Aa
T3 72,4 +4,15 Aa 69,5 +0,64 Ba 65,7 +2,46 Ba 73,9 +2,64 Ba
TO 10,4 £+ 0,45 Aa 11,0+ 0,31 Aa 10,4 £ 0,61 Aa 9,87 £ 0,64 Aa
Actcares T1 10,4 + 0,45 Aa 9,79 £ 0,60 Ba 9,84 +0,31 Aa 10,7 £0,28 Aa
redutores (%) T2 10,4 £045Aa 9,93+0,20 ABa 10,5+0,77 Aa 9,84 +0,41 Aa
T3 10,4 £ 0,45 Ab 11,3+0,29 Aa 10,9 £0,97 Ab 10,5+ 0,46 Ab
TO 11,1044 Ab 11,810,411 Aa 10,9 £0,07 Cc 10,7 £ 0,48 Bc
Actcares T1 11,1 0,44 Aa 10,7 £ 0,36 Ba 10,5 +0,22 Da 11,1+£0,15 Aa
sollveis totais T2 11,1044 Ab 10,6 £0,29 Cb 11,3+0,45Ba 10,4 £ 0,22 Ab
%) T3 11,1 0,44 Ab 11,8 £0,13 Aa 11,4 £0,71 Aa 11,1+£0,32 Ab

Médias seguidas por letras maiusculas iguais, na mesma coluna, nao diferem entre si, ja
as médias seguidas por letras minusculas iguais, na mesma linha, nédo diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey. As médias estdo apresentadas com seus respectivos desvios

padroes.
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A acidez € um componente de sabor dos frutos, ela mede a porcentagem do
conteudo de &cido organico na amostra. Nota-se, na Tabela 2, que ao longo do
tempo de armazenamento nao houve diferenga estatistica (p<0,05) entre os valores
de acidez de todos os tratamentos, que sdo muitos baixos para o mamao cv Alianca.
Esse resultado é semelhante ao que foi encontrado por Souza et al. (2009), que
identificaram que o mamao € um fruto que apresenta baixos teores de acidez, em
torno de 0,10%. Segundo Pinto et al. (2006), o0 mamao Golden apresenta um
aumento de acidez durante o processo de amadurecimento, devido ao mecanismo
de hidrdlise de parede celular, mas, ao final do amadurecimento ocorre 0 consumo
parcial desses acidos organicos, levando a reducao de acidez.

O padrdo de acidez do maméao cv Alianga avaliado neste trabalho tem
magnitudes similares aqueles observados por Santana et al. (2004) na avaliagao
de diferentes gendtipos de mamao, cujos conteudos de acidez variaram de 0.04%
até 0,16% em diferentes safras de produgéo.

Os conteudos de solidos soluveis indicam os sélidos dissolvidos em agua
dentro das células do tecido do mamao, tais como acgucares, acidos, sais,
aminoacidos etc. Ele € um importante indicador da qualidade do fruto (Chitarra e
Chitarra, 2005). Na avaliacao de diferentes gendétipos de mamao, Santana et al.,
(2004) verificaram que o conteudo de solidos soluveis totais varia de 9 °Brix até 14
°Brix, sofrendo efeito da variedade e da safra de producéo.

Nota-se, na Tabela 2, que o conteudo de sélidos soluveis totais ndo sofre
alteracao significativa ao longo de 30 dias de armazenamento do mamao cv.
Alianca. O mesmo comportamento foi verificado por Pinto et al (2006), durante o
armazenamento refrigerado de mamodes Golden, ocorrendo apenas um pequeno
incremento ap6s 32 dias de armazenamento. Resultados semelhantes foram
encontrados por de Oliveira et al. (2016), que ao armazenar goiabas ‘Pedro Sato’
por 25 dias com refrigeracdo, observaram que os teores de sdlidos soluveis se
mantiveram inalterados ao longo do armazenamento.

No presente trabalho, verificaram-se pequenas diferencas de conteudo de
solidos soluveis entre os tratamentos de controle e com os revestimentos, aos 12
dias e 24 dias de armazenamento, que podem ser atribuidas as pequenas
mudancas no processo de sintese de acucares durante o amadurecimento dos

frutos com diferentes tipos de revestimentos.
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A vitamina C € um composto antioxidante presente no mamao e que tem
apelo atrativo aos consumidores. Neste trabalho, observou-se que o conteudo de
acido ascoérbico nos mamades do tratamento controle teve um aumento de 42% entre
o inicio e o 122 dia de armazenamento, sofrendo uma reducéo de conteudo durante
a estocagem, mas ainda assim mantendo valores 25% mais altos do que aqueles
obtidos no inicio do armazenamento (Tabela 2). De acordo com Bron e Jacomino
(2006), o maméao cv Golden apresenta 20-30% de aumento de conteudo de acido
ascorbico durante o amadurecimento, alcancando 1 g/kg, sendo que os compostos
de manose e galactose proveniente de hidrélise de parede celular sdo os substratos
usados na sintese de acido ascorbico. Segundo Martins e Resende (2013), o
conteudo de acido ascorbico passa de 73,9 mg/100g para 104,3 mg/100g durante
30 dias de estocagem do mamao Golden em camara fria a 13°C.

Os tratamentos com quitosana 2%, CMC 1% + Ext. M. charantia L. 5% e
com oOleo de A. indica A. Juss. 0,5% mantiveram os valores de vitamina C
constantes até o tempo de 24 dias (Tabela 2). Isto mostra que os revestimentos
minimizaram o processo de sintese inicial de acido ascérbico nos mamaoes, visto
que os conteudos ficaram menores do que no tratamento de controle. Segundo
Martins e Resende (2013), a modificacdo da atmosfera de armazenamento atrasa
a sintese de acido ascorbico nos mamdes devido a reducdo do metabolismo dos
frutos.

No tempo de 30 dias observou-se perda de vitamina C para o tratamento de
quitosana 2%, mas, nos frutos tratados com revestimento de Ext. M. charantia L. e
Oleo de A. indica A. Juss. ocorreu aumento do conteudo de vitamina C (Tabela 2).
Esses resultados mostram que o revestimento de quitosana provocou um processo
de oxidacao de acido ascorbico nos mamaoes ao final de 30 dias de armazenamento.
De acordo com Martins e Resende (2013), os mamdes sofrem uma queda
acentuada do conteudo de acido ascérbico devido ao processo de senescéncia dos
frutos.

Nunes et al. (2017) verificaram que os teores de vitamina C em mamao
formosa revestidos com fécula de mandioca tiveram um aumento gradual a medida
gue se aumentava a concentracao da fécula de mandioca.

O conteudo de acucares é um dos principais fatores responsaveis pela
avaliagao de qualidade dos mamdes (Chitarra e Chitarra, 2005). Nota-se, na Tabela
2. que os valores de conteudo de agucares soluveis totais apresentam magnitudes
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muito préximas aos valores de solidos soluveis totais (°Brix), indicando que existe
uma correlagdo muito forte entre esses parametros de qualidade dos frutos. Além
disso, o conteudo de acgucares redutores € responsavel por quase a totalidade do
conteudo de agucares totais, indicando que existe apenas uma pequena proporgao
do conteudo de acgucares nao redutores. No estudo com maméao cv Solo, Soler et
al. (1985) obtiveram um conteudo de sdlidos soluveis totais de 12 °Brix, com 10,75%
de acucares redutores e 11,79 % de agucares soluveis totais.

Os frutos do tratamento controle apresentaram um pequeno incremento
inicial de agucares soluveis totais, aos 12 dias e, posteriormente, uma pequena
reducdo apos 24 dias de armazenamento. Porém, o conteudo de acgucares
redutores nao foi alterado durante o armazenamento, indicando que ocorreu um
processo de sintese inicial e uma hidrélise parcial dos agucares nao redutores
durante o armazenamento dos frutos (Tabela 2).

No caso dos tratamentos com os revestimentos ativos, verifica-se na Tabela
2 que o os frutos tratados com quitosana ndo apresentaram variagao significativa
dos conteudos de acgucares soluveis totais e redutores durante todo o periodo de
armazenamento, indicando que ocorreu uma alteragcdo no metabolismo dos frutos,
quando comparado com o tratamento de controle. Ao contrario, os frutos que foram
revestidos com CMC contendo 6leo de A. indica A. Juss. apresentaram incremento
inicial tanto de agucares soluveis totais como de agucares redutores, indicando que
ocorreu um atraso no processo de sintese e metabolismo dos agucares durante o

armazenamento.

4. Conclusao

Os mamodes revestidos com CMC contendo 6leo de A. indica A. Juss.
apresentaram maior perda de massa ao final de 30 dias de armazenamento em
camara fria a 12 °C e 90% UR, em comparacdao com os mamoes revestidos com
quitosana, com CMC contendo Ext. M. charantia L. e tratamento controle, os quais
nao apresentaram diferencga entre si.

Os frutos que foram revestidos com quitosana e CMC contendo 6leo de A.

indica A. Juss. tiveram crescimento de fungos mais cedo, aos 12 dias, ao passo
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que frutos do tratamento controle iniciaram o crescimento aos 18 dias, indicando
que os revestimentos serviram como meio de cultura para o crescimento dos
fungos.

O crescimento de fungos foi generalizado a partir de 24 dias de
armazenamento, contudo nos isolados obtidos das coldnias ndo foram identificadas
estruturas morfologicas tipicas de C. okinawense, com exceg¢do do controle,
indicando que todos os revestimentos foram efetivos para inibir o crescimento deste
fungo.

Na analise das caracteristicas fisico-quimicas dos frutos verificou-se que os
revestimentos retardaram o processo de amadurecimento, minimizando as
alteracdes de cor da casca, acidez de polpa, conteudos de acgucares e acido
ascorbico, contudo, o revestimento de quitosana provocou uma perda significativa

de acido ascorbico ao final de 30 dias de armazenamento refrigerado.
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4. CONCLUSOES

O mamé&o muito consumido mundialmente e que apresenta grande
importancia econdmica, mas € um fruto que sofre incidéncia de fungos ainda em
campo, e que inviabilizam a comercializagdo e o consumo de grande parte da
producado de mamao.

Estudar mecanismos e tecnologias de baixo custo e que ndo provoquem
danos ao meio ambiente € muito importante para o avango das pesquisas para o
controle de fungos no mamao.

Com este trabalho foi possivel observar que o revestimento ativo € uma
tecnologia sustentavel e importante para ser utilizada no fruto de mamao, podendo
ser incorporada aos produtos naturais que possuem acgao antifungica para controlar
a antracnose. As bases poliméricas utilizadas neste trabalho: carboximetilcelulose,
quitosana e amido formam revestimentos que aderem bem ao fruto e que retardam
a sua maturacao, agindo como meio de cultura para o crescimento de micro-
organismos.

Os produtos naturais incorporados ao revestimento de carboximetilcelulose
a 1% utilizados neste trabalho - extrato de M. charantia L., extrato de A. indica A.
Juss. e 6leo de A. indica A. Juss - foram eficientes para retardar o aparecimento de
C. okinawense durante o armazenamento dos mamdes. E importante que trabalhos
futuros investiguem a acao de outros produtos naturais, que nao foram abordados
neste trabalho, bem como diferentes formas de aplicagdo no mamao, para entender
mecanismos de inibicdo dos fungos e aumentar o seu tempo de armazenamento
sem a presenca de fungos e outros micro-organismos contaminantes, visto que,
além de C. okinaense, outros fungos e contaminantes podem infectar o fruto durante
seu armazenamento, inviabilizando sua comercializagao.

Portanto, para minimizar as perdas pos-colheitas do mamao, ndao basta
controlar apenas o fungo C. okinawense, ou os principais fungos causadores da
antracnose, mas sim todos os contaminantes que podem estar presentes no

mamao, vindos do campo. Por isso, € necessario isolar e identificar os micro-
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organismos que crescem no fruto, a fim de conhecer suas caracteristicas e

entender como controla-los.
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