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RESUMO

RODRIGUES, Juliana Pereira. Desenvolvimento e caracterizacdo de biocompdsito para uso
no tratamento de maméo (Carica Papaya L.) pds-colheita. 2022. 98f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacao,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

O mamédo (Carica papaya L.) é um fruto muito consumido em todo o mundo. Por sua
natureza climatérica e por possuir elevada atividade de 4gua, 0 mamao é muito suscetivel a
doencas fungicas pés-colheita. O uso de revestimentos adicionado de substancias com
atividade antimicrobiana diretamente sobre os frutos, é uma tecnologia pds-colheita
desenvolvida para proporcionar o aumento da vida Util desses alimentos, que tém demonstrado
bons resultados. O objetivo deste trabalho foi desenvolver revestimentos elaborados a partir
dos biopolimeros alginato de sédio e quitosana, incorporado com nanoparticulas de éxido de
zinco ou benzoato de sodio para manutencao das caracteristicas de qualidade p6s-colheita do
mamao (Carica papaya L.). Filmes obtidos a partir das solu¢des poliméricas desenvolvidas,
que deram origem aos revestimentos também foram caracterizados. O uso da blenda
polimérica, proporcionou a obtencdo de filmes maleaveis, bem estruturados, com coloragéo
tendendo ao amarelo e aparente transparéncia. O processo de reticulacdo e a adicdo de
nanoparticulas de 6xido de zinco foi capaz de alterar as propriedades fisicas do filme como
espessura, tensdo de ruptura, alongamento e mddulo de Young, deixando-os mais finos,
rigidos e resistentes, porém se apresentando altamente sollUveis em &gua. Os filmes
nanocompositos demonstraram acao antifungica in vitro sobre os fungos Colletotrichum sp. e
Fusarium sp. isolados de frutos de mamé&o. O armazenamento dos frutos sob condicdo de
refrigeracdo e alta umidade relativa, possibilitou a manutencdo da qualidade dos frutos. O
método de inoculacdo artificial IR (inocula e reveste) apresentou maior influéncia nas
mudangas de cor instrumental e porcentagem de perda de massa dos frutos nos primeiros 7
dias de experimento. Os revestimentos produzidos possibilitaram um atraso na maturacgao dos
frutos por pelo menos 7 dias em temperatura ambiente, quando comparados aos tratamentos

controle.

Palavras chave: biocomposito, pds-colheita, ZnO, benzoato de sodio, Carica papaya L.



GENERAL ABSTRACT

RODRIGUES, Juliana Pereira. Development and characterization of a biocomposite for use
in papaya (Carica Papaya L.) post-harvest treatment. 2022. 98f. Dissertation (Master’s in
Food Science and Technology). Dean of Research and Graduate Studies, Federal Rural

University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Papaya (Carica papaya L.) is a fruit widely consumed around the world. Due to its
climatic nature and high-water activity, papaya is very susceptible to post-harvest fungal
diseases. The use of coatings added with substances with antimicrobial activity directly on the
fruits is a post-harvest technology developed to provide an increase in the shelf life of these
foods, which have shown good results. The objective of this work was to develop coatings
made from the biopolymers of sodium alginate and chitosan, incorporated with zinc oxide
nanoparticles or sodium benzoate to maintain the postharvest quality characteristics of papaya.
Films obtained from the polymeric solutions developed, which gave rise to the coatings, were
also characterized. The use of the polymeric blend provided the attainment of malleable, well-
structured films, with a color tending to yellow and apparent transparency. The crosslinking
process and the addition of zinc oxide nanoparticles was able to change the physical properties
of the film such as thickness, tensile strength, elongation and Young's modulus, making them
thinner, stiffer and more resistant, but presenting themselves as highly soluble in water. The
nanocomposite films demonstrated in vitro antifungal action against Colletotrichum sp. and
Fusarium sp. papaya fruit isolates. The storage of the fruits under refrigeration and high
relative humidity, allowed the maintenance of the quality of the fruits. The artificial
inoculation method inoculation and coating (IR) showed greater influence on changes in
instrumental color and percentage of fruit mass loss in the first 7 days of the experiment. The
coatings produced allowed a delay in fruit maturation for at least 7 days at room temperature,

when compared to the control treatments.

Keywords: biocomposite, post-harvest, ZnO, sodium benzoate, Carica papaya L.
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1 INTRODUCAO

Frutas tropicais sdo ricas nutricionalmente e favoraveis ao consumo humano
(RUFINO et al., 2010). O Brasil é um pais de clima tropical, o que possibilita a producao de
diversos tipos de frutas como laranja, maméo, uva, abacaxi, manga, morango, limdo, macg,
banana, entre tantas outras (FAOSTAT, 2021a). Porém, os alimentos pertencentes ao setor de
frutas, legumes e verduras (FLV) sdo aqueles que apresentam maiores perdas e desperdicios
ao longo de sua cadeia produtiva. Estima-se que anualmente entre 40 a 50% da producéo
desses alimentos sejam perdidas ou desperdicadas (FAO, 2022). Deste modo, medidas e

alternativas que possam contribuir para a reducdo dessas perdas devem ser buscadas.

O mamdo (Carica papaya L.) é um fruto muito consumido e difundido em todo
mundo por suas qualidades nutricionais e sabor agradavel (ALARA; ABDURAHMAN;
ALARA, 2020). A producéo deste fruto pode ser encontrada em mais de 60 paises ao redor
do mundo, destacando-se a india, a Republica Dominicana, o Brasil e 0 México como grandes
produtores (FAOSTAT, 2021b). A producdo global de mamdo em 2020 foi de
aproximadamente 14 milhGes de toneladas, movimentando cerca de 326 milhGes de dolares
em exportacdo, demonstrando a importancia econdmica deste fruto (FAOSTAT, 2021b).
Levantamento realizado pela FAO mostra que a producédo global de maméo alcangara valores
de 15.8 milhdes de toneladas até 2028 (OECD/FAOQ, 2020).

O mamao € fruto climatérico e mantém seu processo de maturacdo apds a colheita
(BATALLER et al.,, 2012). Durante o armazenamento, transporte e distribuicdo podem
ocorrer perdas, principalmente por manuseio inadequado, danos ocasionados por frio, por
pragas e por doencas pos-colheita (SIVAKUMAR; WALL, 2013). A antracnose € considerada
uma das principais doencgas que acometem os frutos de mamao, e seus agentes causais Sdo 0s
fungos do género Colletotrichum, destacando-se o C. gloeosporioides como o mais recorrente.
As perdas dos frutos ocasionados por esta doenca podem chegar a 100%, caso néo se apliquem
medidas de controle na pré e pés-colheita (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2004).

O uso de fungicidas sistémicos e de contato, como 0s dos grupos quimicos
benzimidazdis, triazois, imidazole, ditiocarbamatos e clpricos - registrados para a cultura- sdo
alternativas mais comumente utilizadas para controlar o aparecimento de sintomas de doencas
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fangicas e estender a vida atil dos frutos, porém a resisténcia apresentada por alguns
microrganismos e a toxicidade apresentada por estes produtos, tornam seu uso limitado
(AMARAL et al.,, 2017; DEMARTELAERE et al., 2017). Muitos estudos vém sendo
realizados com o intuito de buscar alternativas para minimizar as perdas pos-colheita.
Destacam-se entre eles, o uso de tratamentos térmicos (MARTINS; BLUM, 2014;
SUPAPVANICH; PROMYQU, 2017), aplicacéo de revestimentos comestiveis (CASEMIRO
etal., 2019; DOS PASSOS BRAGA et al., 2019; ESCAMILLA-GARCIA et al., 2018; GALO
et al., 2014), uso de 6leos essenciais (SARKHOSH et al., 2018) e, ozonizagdo (BATALLER
etal., 2012; DA SILVA NETO et al., 2019).

Em especial, uso de revestimentos comestiveis tém apresentado resultados
promissores, inibindo o desenvolvimento de patdgenos, mantendo a qualidade dos frutos e
aumentando sua vida (LAVINIA et al.,, 2020). Um revestimento comestivel pode ser
caracterizado como uma fina camada de solucdo filmogénica depositada diretamente sobre
uma alimento, formando uma pelicula ap6s secagem (ASSIS; BRITTO, 2014). Em
contrapartida, filmes comestiveis tratam-se de uma fina camada de material comestivel, pré-
moldada sobre um suporte, que depois de secos podem ser aplicados sobre um alimento
(TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016).
Segundo Assis et al. (2014), as matérias-primas utilizadas para a producédo destas coberturas,
devem ser materiais atoxicos e biodegradaveis que podem ter origem animal ou vegetal (ex.

polissacarideos, proteinas e lipideos), ou mesmo a combinacdo de ambos.

Os revestimentos comestiveis podem oferecer barreira semi permeével a gases e vapor
de agua, favorecendo a manutencdo da qualidade dos frutos e reduzindo o escurecimento
enzimatico, a taxa de respiracdo e a perda de agua (PEREZ-GAGO et al., 2005). Como
exemplos de revestimentos destacam-se 0 uso de géis, emulsdes, nanoemuls@es, compositos
e nanocompdsitos (ARROYO et al., 2020; CASTELO BRANCO MELO et al., 2018;
CHAUDHARY et al., 2020; HAN et al., 2020).

Polimeros biodegradaveis como o alginato vem sendo alvo de muitos estudos, visando
sua aplicacdo na producédo de filmes e revestimentos para alimentos, principalmente devido
suas caracteristicas favoraveis para a formacdo de géis e espessante de solugdes (LIMA,;
ANDREANI; SOLDI, 2007; VALERO et al., 2013). Uma outra caracteristica importante de
alguns biopolimeros como o alginato, quitosana e amido € a possibilidade de funcionar como

veiculo de substancias antimicrobianas (ex. particulas de metais e 6xidos metalicos e 6leos

2



essenciais) (ARROYO et al., 2020; DE VASCONCELLOS SANTOS BATISTA etal., 2020;
TABASSUM; KHAN, 2020).

Existem varios estudos que podem ser observados relacionados a seguranca alimentar
e a conservacdo de alimentos, que exploram o poder antimicrobiano de nanoparticulas de
metais e Oxidos metalicos, sobre bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos
patogénicos (DE LA ROSA-GARCIA et al., 2018; KAUR et al., 2020; MOSQUERA-
SANCHEZ et al., 2020; TAYEL et al., 2017). O 6xido de zinco é material inorganico
considerado como substancia segura para consumo humano (FDA, 2019), e com alta
bioatividade em microrganismos (SIRELKHATIM et al., 2015). Quando utilizado em
tamanho inferior a 100 nm, o aumento da superficie de contato do éxido de zinco pode
favorecer sua penetracdo na membrana celular do microrganismo, acelerando seus efeitos de
reatividade sobre os mesmos (DE LA ROSA-GARCIA et al, 2018). A aplicacdo de
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnOnano) €M embalagens de alimentos tém demonstrado
resultados positivos no controle microbiolégico de bactérias como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (KAUR et al.,, 2020; LAVINIA et al, 2020), assim como no
desenvolvimento de microrganismos e extensao de vida util de frutas como goiaba e morango
(ARROYO et al.,, 2020; EMAMIFAR; BAVAISI, 2020). Em testes in vitro as ZNnOnano
apresentaram atividade antiflngica sobre os fungos Botrytis cinerea, Penicillium expansum,
Erythricium salmonicolor e Colletotrichum sp.(ARCINIEGAS-GRIJALBA et al., 2017; HE
etal., 2011; MOSQUERA-SANCHEZ et al., 2020).

Diante desse panorama, estudos que avaliem o desenvolvimento de nanocompdsitos a
partir da blenda biopolimérica de alginato e quitosana, adicionados de nanoparticulas de 6xido
de zinco ou benzoato de sodio, sua funcionalidade frente a inibicdo de patdgenos e a aplicacédo
como revestimento para frutos de mamao na pos-colheita, ainda se mostram inéditas. Nesse
sentido, o objetivo deste projeto esteve focado em caracterizar os filmes produzidos a base de
alginato de sodio, quitosana, nanoparticulas de éxido de zinco (ZnOnano) OU benzoato de sédio
(BS), investigar seu potencial antiflngico, avaliar os efeitos do processo de reticulagéo e seu
uso como revestimento para manutengédo da qualidade dos frutos de mamao durante o periodo

de pos-colheita.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver revestimentos elaborados a partir dos biopolimeros alginato de sédio e

quitosana, incorporado com ZnOnao OU Benzoato de Sodio para manutencdo das

caracteristicas de qualidade p6s-colheita do maméo (Carica papaya L.).

2.2 Objetivos Especificos

Produzir filmes e revestimentos elaborados a partir dos biopolimeros alginato de sédio
e quitosana, adicionados de ZnOnano OU benzoato de sodio;

Investigar a influéncia dos processos de reticulagdo do alginato de so6dio com
diferentes concentracdes de Cloreto de calcio, nos filmes.

Estudar as propriedades morfoldgicas, estruturais, comportamento em 4agua,
propriedades mecanicas e térmicas dos compositos desenvolvidos;

Avaliar o potencial antimicrobiano dos filmes sobre os fungos C. gloeosporioides e
Fusarium sp., in vitro;

Aplicar os revestimentos desenvolvidos em mamdes, e avaliar a capacidade de adesao

e a formacdo da pelicula dos revestimentos na superficie dos frutos;

Avaliar a cor e a perda de massa em mamdes revestidos e inoculados artificialmente,
no 7° dia de armazenamento a 12 + 1°C e 77% UR.

Estudar o potencial dos revestimentos frente ao estddio de maturacdo dos frutos
revestidos e inoculados artificialmente no 14° dia de armazenamento (7d a 12 + 1°C
+7da26+2°C).

Auvaliar, in vivo, o potencial antifingico dos revestimentos desenvolvidos, em frutos
inoculados artificialmente no 14° dia de armazenamento (7d a 12 + 1°C + 7d a 26 +
2°C).



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Maméo (Carica Papaya L.)

A familia Caricaceae é composta por distintos grupos boténicos. Dentre estes, 0
mamoeiro (Carica Papaya L.), é caracterizado como uma planta herbacea e perene, que se
desenvolve em clima tropical, em regides com longos periodos de incidéncia direta de raios
solares, baixa altitude, temperaturas médias entre 22- 26 °C e volumes de chuva entre 1.800
mm e 2.00 mm por ano (FARIA et al., 2009).

A regido da bacia Amazonica superior, na América do Sul, é o centro de origem do
mamoeiro (TRINDADE et al., 2000). Segundo Alves et al. (2003) o motivo da espécie Carica
papaya L. apresentar variacGes de tamanho, peso, e coloracdo de polpa, é relativo ao seu

centro de origem, que possibilitou o desenvolvimento de diversas variedades.

Frutos produzidos no Brasil pertencentes ao grupo Solo e Formosa (Tabela 1), séo
exportados para diversos paises do continente europeu (BARBIERI et al., 2019). De maneira
geral, frutos tipo exportacdo devem estar dentro de padréo especifico: ndo podem apresentar
defeitos, manchas ou sintomas de doencas, devem apresentar odor agradavel, alto teor de
solidos soluveis, peso entre 350 e 550 g; formato piriforme; casca lisa e firmeza de polpa,
(TRINDADE et al., 2000) (Figura 1). Alguns paises tém preferéncia pela importacao de frutos

maiores.

Tabela 1 Grupos de mamao, cultivados para exportacao.

Grupo Tamanho Cor da polpa Peso dos frutos Exemplos de
variedades
Solo pequeno avermelhada 350g-550¢ Sunrise Solo
Golden
Formosa médio avermelhada 1000g - 13009 Tainung n® 1
Calimosa

Fonte: Adapatado de FARIA et al. (2009).



Figura 1 Foto frutos de mamao do grupo “Solo”, tipo exportagao.

A polpa dos frutos de mamao apresenta alta umidade (85-95%); carboidratos (6,5 —
23,5 9/100g de polpa), quando maduro; baixa quantidade de fibras, lipideos e proteinas (0,5 -
1,7,<0,1-0,7; 0,4 — 2,0 g/100g de polpa respectivamente). Além de alto valor nutritivo e
potencial antioxidante devido a presenca de minerais como magnésio, célcio, fésforo,
potéssio, vitaminas e compostos fendlicos em sua composicdo (ANNEGOWDA; BHAT,
2015; IKRAM et al., 2015).

O regulamento técnico determinado pela instrugdo normativa n® 37 do ano de 2018,
fixa padrdes de identidade e qualidade para a polpa de mamé&o (INSTRUCAO NORMATIVA
N° 37, DE 1° DE OUTUBRO DE 2018 - Imprensa NacionalBRASIL, 2018). Como requisitos
minimos a amostra da polpa deve apresentar valores minimos de sélidos soltveis igual a 9
°Brix a 20°C; solidos totais iguais a 9,5 g/100g; valor de pH igual a 4; acidez total igual a 0,1
expressa em acido citrico (g/100g); acUcares totais igual a 14 g/100g e acido ascorbico igual
a 50 mg/100g.

No ano de 2018, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
instaurou a instrugdo normativa n°® 69, que estabelece requisitos minimos de identidade e
qualidade para produtos horticolas (INSTRUCAO NORMATIVA N° 69, DE 6° DE
NOVEMBRO DE 2018- Imprensa NacionalBRASIL, 2018). De uma maneira geral, os
produtos horticolas devem apresentar-se inteiros; limpos; firmes; fisiologicamente
desenvolvidos ou apresentando maturidade comercial e sem estar excessivamente maduros ou
passados; isentos de pragas visiveis a olho nu, odores estranhos, danos profundos, podriddes
e disturbios fisioldgicos; alem de nédo se apresentarem congelados, desidratados ou murchos.
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Devido a sua natureza climatérica, 0 mamao é conhecido por ter vida til curta apos
sua colheita. A alta concentracdo de agUcares, a alta atividade de dgua e a textura de polpa
macia dos frutos em processo de amadurecimento, favorece a instalacdo de infec¢des causadas
por fitopatdgenos (TABASSUM; KHAN, 2020).

3.2 Principais doencas fungicas pés-colheita do mamao

No Brasil as principais doencas pds-colheita que acometem os frutos de maméao séo a
antracnose e a podriddo peduncular, que provocam a perda de qualidade dos mesmos e deixa-
los inadequados para comercializacdo, ocasionando a perda quase que total dos frutos colhidos
(ALVES et al., 2003). A Figura 2 mostra alguns a sintomatologia dessas doencas em frutos

de mamao.

Figura 2 Sintomas de doengas fungicas pos-colheita em mamdo (A) antracnose e (B)
podriddo peduncular.

A antracnose é considerada uma das principais doencas pés-colheita da cultura do
mamado, e constitui importante causa de perdas pos-colheita em todo o mundo. As espécies de
fungos pertencentes ao género Colletotrichum sdo 0s agentes causais dessa doenca, que
pertencem a familia Glomerellaceae (Glomerellales, Sordariomycetes). Os sintomas da
doenca podem variar de ferrugem a lesdes com depressdo e podriddo nos frutos, além de
murcha nas folhas (ALVES et al., 2003). De acordo com Dean et al. (2012) os Colletotrichum
spp. ocupam o oitavo lugar das espécies de fungos fitopatogénicos de maior importancia

cientifica e econdmica mundial.



De acordo com Rezende e Fancelli (1997), o fungo Colletotrichum gloeosporioides
produz conidios hialinos, com dimensdes de 7-20 x 2,5-5 mm, unicelulares, cilindricos, com
terminacGes obtusas ou elipsoidais, formados em conidiéforos, em acérvulos irregulares, de
aproximadamente 500 mm de didmetro, com formagao de setas de 4-8 x 200 mm de didmetro,
(Figura 3).

Figura 3 Aspecto de colbnia de fungo do género Colletotrichum sp. (A) parte
inferior, (B) parte aérea.

Os fungos conhecidos como Colletotrichum spp. podem ser denominados como
espécies cripticas de fungos fitopatogénicos. Espécies cripticas sdo aquelas morfologicamente
indistinguiveis, reveladas por métodos filogenéticos e moleculares e, reconhecidas por suas
sequéncias de DNA (SHIVAS; CAI, 2012). Por muito tempo C. gloeosporioides foi
considerado a causa da antracnose em folhas e frutos de diversas plantas tropicais, porém sua
andlise filogenética molecular tem mostrado que esta espécie se trata de um complexo de
outras espécies cripticas, objeto atual de muitos estudos (SHIVAS; CAI, 2012). Estudos
relatam a presenca de outras Colletotrichum spp., ocasionando a mesma doenca (FARR;
ROSSMAN, 2020).

Os primeiros relatos da ocorréncia de sintomas de antracnose em mamao associado a
atribuido a outras espécies de Colletotrichum séo C. capsici (TARNOWSKI; PLOETZ, 2010),
C. salsolae (SAINI; GUPTA; ANANDALAKSHMI, 2017), C. fructicola (MARQUEZ-
ZEQUERA et al., 2018), C. okinawense (DIAS et al., 2020) e C. plurivorum (GARCIA-
ESTRADA et al., 2020) em diversos paises, evidenciando a importancia e evolugdo das
espécies de Colletotrichum para esta cultura. O conhecimento do patossistema entre 0 maméao

e as espécies de Colletotrichum que causam antracnose na planta e nos frutos é de extrema
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importancia para a epidemiologia da doenca e para identificar as técnicas de manejo na
producdo (PERES et al., 2002).

Em estudo realizado com o objetivo de identificar a microbiota com potencial
fitopatogénico associada as variedades de mamao ‘Shahi red’ e ‘Shahi yellow’, Helal, Hosen,
Shamsi (2018), verificaram a presenca de 19 espécies de fungos em amostras do fruto,
apresentando sintomas de antracnose e podriddo, coletadas em cinco mercados distintos
localizados na regido de Blangladesh. Dos fungos encontrados, trés (C. gloeosporioides,
Fusarium nivale e Fusarium sp.) eram patogénicas para os frutos das variedades Shahi, figura
4. Além disso, a ocorréncia dos fungos Curvularia lunata, F. nivale, Pestalotiopsis guepinii e
Syncephalastrum sp. associados com doenca p6s-colheita de mamao foi uma novidade, assim

como a presenca de Corynespora citricola e F. flocciferum nos frutos.

Segundo Peres et al. (2003) as morfologias das colbnias de Fusarium solani,
responsavel por sintomas de podriddo peduncular em mamao, apresentam micélio aéreo,

denso, floculoso e abundante e coloracdo laranja-palido ou résea, Figura 4.

Figura 4 Aspecto de colénia de fungo do género Fusarium sp. (A) parte inferior, (B)
parte aérea.

Segundo Tatagiba et al. (2002) devido a relativa resisténcia do patégeno aos
tratamentos térmicos, por causa da sua fase quiescente, a prevencao da infec¢do dos frutos no
campo, no transporte € no armazenamento, assume fator de grande importancia no controle

de doencas pos-colheita. Martins e Blum (2014) estudaram o controle de doencas como a
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antracnose e podriddo seca em frutos de mamao ‘Sunrise Solo’ e ‘Tainung 1°, a partir da
hidrotermia. Os autores observaram que quando submetidos a tratamentos hidrotérmicos a 48
°C/ 20-30 min ou 50 °C/20 min, os frutos verdes a 1/4 maduros reduziram o desenvolvimento
de podridBes, sem apresentar alteracdes na firmeza, pH, sélidos solUveis totais e acidez

titulavel.

Amaral et al. (2017) avaliaram a frequéncia de fungos quiescentes, e o efeito da
aplicacdo de fosfitos combinados com o uso de atmosfera modificada em frutos de maméo da
cultivar “Sunrise solo”. Apos 10 dias de incubacao foram identificadas a presenca de fungos
dos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Geotrichum, Corynespora, Cladosporium,
Colletotrichum e Lasiodiplodia. Os géneros que apareceram com maior frequéncia nas

amostras analisadas foram Lasiodiplodia sp. e Colletotrichum sp.

3.3 Revestimentos comestiveis

A conservacdo de produtos de origem vegetal in natura e minimamente processados é
um desafio pois, de modo geral possuem vida Gtil diminuta. Os métodos mais comuns de
conservacao desses alimentos na pds-colheita, sdo a refrigeracdo, aliada ou ndo ao uso de
embalagens com atmosfera controlada (ASSIS; BRITTO, 2014).

O aumento da demanda pelo consumo de alimentos frescos e com qualidade, tém
fomentado os estudos para desenvolvimento de revestimentos comestiveis, prezando pela
seguranca alimentar, aliada a conservacao dos alimentos, prolongando seu tempo de vida Util
(SUHAG et al., 2020). O uso de revestimentos comestiveis em alimentos pereciveis, vém
demonstrando grande eficiéncia no controle da contaminacdo por microrganismos em frutas
minimamente processadas e no controle de doencas pos-colheita nas frutas in natura, além de
estender sua vida (KAUR et al., 2020; LAVINIA et al., 2020; TABASSUM; KHAN, 2020).

O revestimento comestivel pode ser definido como uma fina camada de um material
biopolimérico comestivel formado como um revestimento sobre o produto alimentar
(MCHUGH, 2000). Esses materiais devem ser biodegradaveis, biocompativeis e ndo toxicos
para humanos e estarem de acordo com as legislagdes vigentes do pais para uso em alimentos
(ASSIS; BRITTO, 2014; CHOPIN et al., 2014).
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Alguns exemplos de polissacarideos aplicados nesses revestimentos seriam, amido,
pectina, carragenina, pululano, alginato, quitosana, celulose e a goma (FERREIRA; ALVES;
COELHOSO, 2016; SUHAG et al., 2020). Atualmente, podem ser observados experimentos
com diferentes tipos de revestimentos como, géis (CASTELO BRANCO MELO et al., 2018),
emulsdes (DENG et al., 2017; HAN et al., 2020), nanoemulsées (CHAUDHARY et al., 2020;
HASAN; FERRENTINO; SCAMPICCHIO, 2020).

A escolha do material a ser utilizado no desenvolvimento do revestimento depende
das caracteristicas do produto ao qual o revestimento € destinado e do objetivo a ser alcan¢ado
com a aplicagdo do mesmo (ASSIS; BRITTO, 2014). Segundo Nesi¢ et al. (2020) 0s
mecanismos para as formaces de filmes a partir de biopolimeros sdo variados e podem incluir
eletrostatica, interacdes hidrofdbicas, ibnicas ou outras for¢as intermoleculares como ligagdes

dissulfeto e reticulacgéo.

A deposicdo do revestimento comestivel sobre os alimentos pode se dar através de
técnicas variadas como: imersdo, espalhamento (aplicacdo com o uso de pincel), pulverizacao
(spray), leito fluidizado e panning (SUHAG et al.,, 2020; TAVASSOLI-KAFRANI;
SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). Em frutas, a imersdo € o
método mais utilizado, onde o fruto inteiro é submerso na solucéo filmogénica garantindo o
contato com toda sua superficie, o que possibilita a deposicdo homogénea da cobertura, porém
esta técnica pode formar revestimentos mais espessos sobre os alimentos (ASSIS; BRITTO,
2014). Por outro lado, técnicas de aplicacdo como o espalhamento, onde a solucéo filmogénica
é depositada sobre o alimento com o auxilio de um pincel, tendem a formar coberturas mais
finas e uniformes, obtendo melhor aproveitamento da solucdo (TAVASSOLI-KAFRANI;
SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016).

Além de ser uma barreira fisica de protecdo para os alimentos, os revestimentos
comestiveis possibilitam modificar a atmosfera do mesmo, limitando as trocas de gases (O2 e
CO») e transferéncia de compostos arométicos (ASSIS; BRITTO; FORATO, 2009).

O uso combinado de polissacarideos com outros materiais, como as proteinas e 0leos,
ou ainda a adicdo de plastificantes, pode melhorar caracteristicas como propriedades
mecanicas e de barreira, permeabilidade ao vapor de agua e a solubilidade em agua desses
revestimentos. Nesse contexto, o uso de nanoparticulas também pode favorecer a melhoria
das propriedades mecanicas e de barreira a umidade dos materiais usados em embalagens de

alimentos (YOUSSEF; EL-SAYED, 2018).
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3.4 Biocompositos e Bionanocompasitos

Biocompositos podem ser definidos como a mistura de materiais onde ao menos um
dos constituintes é obtido a partir de recursos naturais. Tal definicdo possibilita inGmeras
possibilidades para a composi¢cdo de matrizes, que podem incluir biopolimeros, polimeros
virgens ou até reciclados derivados do petrdleo (VILAPLANA; STROMBERG;
KARLSSON, 2010).

Bionanocompdsitos sdo compositos formados pela combinacdo de biopolimeros e
solidos inorganicos, onde pelo menos um destes apresenta-se em dimensdo nanomeétrica
(DARDER; ARANDA; RUIZ-HITZKY, 2007). O estudo de biocompdésitos, vem se
intensificando, devido ao esgotamento de recursos de origem fossil e do interesse de
preservacdo ambiental (RHIM; NG, 2007; VILAPLANA; STROMBERG; KARLSSON,
2010). Aliado a este cenario, o fato dos biopolimeros como, amido, celulose, quitina e
alginato, estarem amplamente disponiveis na natureza (DARDER; ARANDA; RUIZ-
HITZKY, 2007).

A unido de hidrocol6ides, reune as caracteristicas favoraveis de ambos, originando um
novo material de melhor qualidade. No que diz respeito a formacao de filmes e revestimentos
comestiveis, a mistura de materiais hidrofilicos como a quitosana, a celulose, 0 amido e o
alginato com materiais hidrofébicos como os lipideos, podem melhorar as caracteristicas
desfavoraveis de ambos. Porém, a formulacdo ideal deve ser analisada de acordo com o0s
aspectos fisico-quimicos do produto que se deseja revestir (ASSIS; BRITTO; FORATO,
2009).

Os filmes e revestimentos produzidos a partir de proteinas e polissacarideos mostram-
se eficientes barreiras de O, e CO> e geralmente possuem propriedade mecénica adequada,
porém sua resisténcia ao vapor de agua e limitada, devido a natureza hidrofilica dos
hidrocoloides (ARROYO et al., 2020). Ja os produzidos a partir de lipidios, possuem boa
resisténcia ao vapor de dgua, mas suas propriedades mecanicas sdo inferiores, aos obtidos a
partir de hidrocoloides. Entdo, quando se deseja um revestimento ou filme com barreira de

gases eficiente, resisténcia ao vapor de agua e propriedades mecanicas superiores, pode-se
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lancar mao de blendas compostas de hidrocoloides e lipideos, para a producdo dos mesmos
(RHIM; NG, 2007).

Com o crescimento de estudos envolvendo nanotecnologia, muitos trabalhos vém
sendo desenvolvidos utilizando nanoestruturas de celulose, nanotubos de carbono e nano
argilas como reforgos, para a producdo de bionanocompositos. Esses materiais em escala
nanométrica possibilitam melhora em caracteristicas fisicas e quimicas desses compositos
(REDDY et al., 2013).

Filmes e revestimentos comestiveis desenvolvidos a partir da combinacao de vérias
fontes de polissacarideos, proteinas e lipideos, além de atuar como a barreira fisica, podem
funcionar como veiculos de entrega com liberacao controlada de compostos com diferentes
funcbes como antimicrobianos, antioxidantes, probidticos e vitaminas (DHUMAL,
SARKAR, 2018).

Estudo realizado por Coelho et al. (2020), os autores desenvolveram um filme
nanocomposito a base de amido e adicionado de nanocristais de celulose, que foram obtidos
a partir de residuos de bagaco de uva. A incorporacao dos nanocristais de celulose como
reforco, se deu por diferentes quantidades (em relacdo a massa seca de amido). Os resultados
indicaram que a adicdo de 5 a 15% de nanocristais apresentaram os melhores resultados para
0 uso desses filmes em embalagem de alimentos, por originar filmes com maior resisténcia a
tracdo, menor permeabilidade ao vapor de dgua e mais opacos, proporcionando menor
passagem de luz para o alimento. Porém, a adicdo de quantidades menores de nanocristais (1
e 2%) proporcionou a obtencéo de filmes cristalinos, com menor permeabilidade ao vapor de
agua e, menor solubilidade em agua. O que mostra que mesmo adicionados em pequenas
quantidades, os nanocristais demonstraram bom resultado na formagéo do filme. Os autores
atribuiram esse resultado a boa dispersdo dos nanomateriais e sua alta compatibilidade com o

amido.

Com o objetivo de desenvolver um revestimento comestivel para aplicagdo em mamao
minimamente processado, Cortez-Vega et al. (2014) prepararam um nanocompasito a base de
isolado proteico de corvina branca (Micropogonias furnieri) e nanoparticulas de
montmorilonita. Foram utilizados trés tratamentos neste estudo, revestimentos apresentando
somente isolados de proteina, revestimento com proteina de peixe e nanoparticulas de
montmorilonita e o tratamento controle (sem aplicacdo de revestimento). As amostras de

cubos de mamé&o foram imersas nos respectivos tratamentos e posteriormente armazenadas
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sob refrigeracdo, com temperatura de aproximadamente 4 °C, em bandejas de PET com tampa.
Os resultados demonstraram que, ambos 0s revestimentos reduziram a perda de peso, firmeza,
brilho e pH, além de diminuir o crescimento microbiano no maméao minimamente processado
durante 12 dias, em relagdo ao controle. Porém o revestimento adicionado de montmorilonita,
apresentou menor perda de massa e maior controle antimicrobiano em relacdo aos outros

tratamentos, demonstrando o efeito biocida desse material.

3.5 Alginato

O alginato ¢ um composto formador de filme atdxico com caracteristicas
biodegradaveis, biocompativeis e de baixo custo. Segundo Mchugh (2003), o termo “alginato”
é utilizado para denominar os sais de &cido alginico e todos seus derivados ou até mesmo o
préprio acido alginico. O &cido alginico é um polissacarideo natural hidrofilico, extraido de

certas algas marrons e definido como copolimero binario, linear, ndo ramificado, constituido
de residuos de ligacGes (1,4) dos acidos B-D-manurénico e acido &-L-gulurdnico (FAO, 1997;
LIU et al., 2006). A Food and Drug Administration (FDA) classifica-o como hidrocoloide

alimentar, assim como a goma arabica, a goma guar e a carragena.

O alginato vem sendo utilizado com frequéncia no desenvolvimento de revestimentos
comestiveis por apresentar boas propriedades mecanicas e de barreira ao oxigénio, didxido de
carbono (TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI,
2016) (Tabela 2). A utilizacdo do alginato é fundamentada de acordo com trés propriedades
principais: sua capacidade de aumentar a viscosidade de solucdes quando dissolvido em &gua,
a aptiddo para formar géis e manter sua estabilidade quando o mesmo é aquecido (0s géis sdo
formados quando o sal de célcio é adicionado a solugdo aquosa de alginato de sédio), e por
sua eficiéncia para producéo de filmes de alginato de sédio ou célcio e fibras de alginato de
calcio (MCHUGH, 2003).
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Tabela 2 Revestimentos comestiveis a base de alginato aplicados em diferentes produtos.

Tipo de hidrocoléide Aplicacao Produtos Resultados Referéncias
O revestimento
Solucgdo aumentou o periodo de
Alginato de sédio filmogénica Ameixa armazenamento. Valero et al.(2013)

A cobertura foi capaz de
inibir o crescimento

Alginato de sodio/6leo Maga microbiano, a respiragao
essencial de tomilho, Solucgéo minimamente e a perda de peso da Sarengaowa et
canela e orégano filmogénica processada amostra al.(2018)

Os revestimentos
diminuiram a oxidacdo

Alginato de sodio/ éleo lipidica e, as perdas de
essencial de orégano e Solucgéo peso e de cor dos filés de
gengibre filmogénica  Filé de Tilapia peixe. Vital et al. (2018)
O revestimento reduziu a
Morangos e perda de agua nos
meldo pedacos de meldo, no
Alginato de sodio/6leo de Solucgéo minimamente entanto promoveu perda Parreidt et al.
girassol filmogénica processados de 4gua em morango. (2019)

O revestimento foi
eficiente como

Alginato de sodio/agua Cenouras transportador de
de coco/ probiético (L. Solucgéo minimamente  probidtico e estendeua  Shigematsu et al.
acidophilus LA3) filmogénica processadas vida (til das cenouras. (2019)

Os revestimentos foram
capazes de prevenir o
aparecimento de
Alginato de Solucéo podriddo em todas as
sodio/quitosana/ZnOnano  filmogénica Goiaba amostras. Arroyo et al. (2020)

O revestimento
melhorou a qualidade
fisico-quimica, sensorial
Alginato de Solucéo e microbiana dos Emamifar; Bavaisi
sodio/ZnOnano filmogénica Morangos morangos. (2020)

O revestimento retardou
a degradacéo de
propriedades fisico-

Alginato de sodio/6leos Maméo guimicas e melhorou a
essenciais de tomilho e Solucgéo minimamente seguranga alimentar Tabassun e Khan
orégano filmogénica processado microbioldgica. (2020)

Fonte: Adaptado de Bambalele et al.(2021).

As misturas de polissacarideos, e/ou lipidios, e/ou proteinas e a adi¢ao de plastificantes
(ex. sorbitol e glicerol), tem a intengdo de melhorar propriedades fisicas e mecénicas desses
materiais. Contudo, mesmo utilizando plastificantes a natureza hidrofilica desses materiais

nédo possibilita ao filme formado boa resisténcia a &gua. Por esse motivo, vem sendo aplicado
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0 processo de reticulacdo na producdo de filmes a base de polissacarideos, com o objetivo de
reduzir a solubilidade em &gua, desses materiais (LIMA; ANDREANI; SOLDI, 2007).

O processo de reticulacdo, também conhecido como crosslinking, acontece quando
cadeias poliméricas sdo interligadas por ligacdes covalentes ou ndo covalentes, modificando
a estrutura do biopolimero (AZEREDO; WALDRON, 2016). Esta, € uma técnica primaria
utilizada para a modificagdo de materiais biopoliméricos, como as proteinas e 0s
polissacarideos, podendo oferecer resultados como aumento da resisténcia a agua, ao calor e
a luz e melhora de propriedades mecéanicas, de barreira e aumento da estabilidade
(AZEREDO; WALDRON, 2016). A reticulacao do alginato pode ser realizada utilizando ions
de célcio (SONG et al., 2011; TURBIANI; KIECKBUSCH; GIMENES, 2011).

A reticulacdo de filmes de polissacarideos como alginato e pectina utilizando agentes
reticulantes que contém ions de calcio em sua composic¢do, possibilitam reducdo na
solubilidade desses filmes, como pode ser observado no estudo realizado por Seixas et al.,
(2013), onde os autores utilizaram como base para a producdo dos filmes alginato e pectina,
variando os valores de glicerol e do agente reticulante CaCl>.2H20 em soluc¢éo de reticulacao
complementar. Os autores identificaram que o0 aumento da concentracdo do agente reticulante
resultou em diminuicao significativa da solubilidade dos filmes, indicando que os ions Ca2*
de fato promoveram a reticulacdo das cadeias poliméricas, tornando as ligacdes
intermoleculares mais coesas e arranjadas. Além disso, observou-se que o0 aumento da

concentracgéo de glicerol promoveu leve aumento da solubilizacéo dos filmes.

Turbiani, Kieckbusch e Gimenes (2007) estudaram a producdo de filmes a base de
alginato de sddio reticulados em duas etapas. Na primeira etapa foi produzido por casting um
filme de baixo grau de reticulagcdo e, na etapa posterior realizou-se uma reticulagao
complementar por imersdo em uma solugdo contendo CaCl,.2H20 (3 a 7%), juntamente com
glicerol. De uma maneira geral, os filmes reticulados obtidos neste experimento apresentaram
uma espessura média, boa flexibilidade e aparéncia lisa e transparente. Um aumento na
concentragio de Ca?" na segunda etapa resultou em um aumento no grau de reticulagéo,
diminuindo a solubilidade em agua e o alongamento dos filmes, além de aumentar a

resisténcia a tragéo.

Em um experimento visando observar os efeitos da adi¢do do plastificante sorbitol e
do processo de reticulacdo utilizando formaldeido em filmes de alginato de sodio, Lima et

al.(2007), concluiram que a adi¢éo de sorbitol nos filmes de alginato de sédio sem o processo
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de reticulacdo levou a uma reducdo na resisténcia a tracdo e elasticidade, e uma maior
absorcédo de agua e deformacéo do filme. A relacdo entre o intumescimento e a absorcéo de
agua de filmes de alginato, adicionados de sorbitol e submetidos ao processo de reticulacéo,
diminuiram com o aumento da quantidade de sorbitol. Este fato, sugere um aumento no grau
de reticulacdo devido a presenca do sorbitol. Estudos recentes mostram a eficiéncia da adigédo
de aditivos em revestimentos a base de polissacarideos, que desempenham um papel sinérgico
junto ao revestimento, melhoram suas propriedades. Em um levantamento realizado por Nair
et al. (2020), foi observado um numero substancial de trabalhos que utilizavam diversos
aditivos aos revestimentos como, compostos fendlicos, 6leos essenciais, ZNOnano € COMPOStOS
funcionais (ex.: ciclolipopeptideos, carvacrol e cinamato de metila), que influenciaram
positivamente os resultados de extensdo do tempo de vida util, na manutencdo do perfil

nutritivo de frutas e vegetais.

Tabassun e Khan (2020) revestiram cubos de mamao minimamente processados com
coberturas a base de alginato de sédio com adicdo ou ndo de 6leos essenciais de tomilho e
orégano em diferentes concentracdes (0,5 mL; 1,0 mL; 2,0 mL). Posteriormente,
armazenaram o0s pedacos revestidos em bandejas de polipropileno cobertas por filme de
poliestireno, mantendo-os a temperatura de 4°C. O uso do revestimento auxiliou em menor
perda de peso e na manutencao da cor laranja-amarelada caracteristica do mamao, evitando
seu escurecimento. As amostras revestidas com a concentragdo de 1,0 mL de 6leos essenciais,
retardaram o processo de degradacdo das propriedades fisico-quimicas, melhoraram as
condic¢des microbioldgicas das amostras e tiveram a maior pontuacdo na analise sensorial para
mamao minimamente processado armazenado por 12 dias, em relacdo ao controle e as

amostras revestidas somente com alginato.

3.6 Quitosana

A quitina € um polissacarideo naturalmente encontrado na carapaga de animais
invertebrados, insetos, fitoplanctons (diatomaceas), algas e fungos. A desacetilagdo da quitina
a partir do uso de solucdo alcalina, origina o polissacarideo conhecido como quitosana
(HASSAN et al., 2018). A estrutura quimica da quitosana é composta por diversas unidades
de D-glicose repetidas, sendo ligadas por ligacdes glicosidicas [3-1,4, com um grupo

acetamida presente (HASSAN et al., 2018; SHARMA; BARMAN; SIDDIQUI, 2016).
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A quitosana € um polissacarideo catidnico, que possui caracteristicas como,
biocompatibilidade, bioatividade e biodegradabilidade, movimentam o interesse em seu uso
em diversos tipos de inddstrias, principalmente as do ramo alimenticio (HASSAN et al., 2018;
HSU et al., 2004). Além destas caracteristicas favoraveis, a quitosana € conhecida também
por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, tornando este biopolimero a opg¢éo

satisfatoria para o desenvolvimento de revestimentos comestiveis (KERCH, 2015).

Assim como o alginato, a quitosana também possui boa capacidade de formar filmes,
porém devido sua natureza de menor solubilidade em agua, deve-se lancar mao do uso de
solucdes a base de acidos organicos para sua total solubilizacdo (Sharma, Barman e Siddiqui
et al., 2016). De maneira geral, os filmes formados a partir de quitosana pura, sdo flexiveis e
possuem aparéncia transparente, apresentam menor permeabilidade ao vapor de &gua,
propriedades de barreira ao oxigénio e dioxido de carbono, maior resisténcia a tracdo e menor
percentual de alongamento (HASSAN et al., 2018; KERCH, 2015)

O grau de desacetilacdo ao qual a quitina foi submetida, pode alterar certas
caracteristicas da quitosana, como sua hidrofilidade, propriedades mecanicas e taxa de
degradacdo (HSU et al., 2004). Hsu et al. (2004), observaram que quitosanas com grau de
desacetilacdo mais elevado formaram filmes mais hidrofilicos, com menor alongamento e que

foram degradados mais lentamente.

A aplicacdo de revestimentos a base de quitosana no periodo de pds-colheita de
diversos frutos, tem proporcionado aumento de vida Util e a manutencdo da qualidade de
alimentos como: goiaba (ARROYO et al. 2020), mamao (BRASIL et al., 2012), manga
(COSME SILVA et al., 2017), abacate (BILL et al., 2014), entre outros conforme Tabela 3.

Arroyo et al. (2020) desenvolveram revestimento utilizando quitosana e alginato,
além de adicionar ZnOnano cOMoO estrutura de reforco, também exploram sua funcdo como
agente antimicrobiano. Na pesquisa com frutos de goiaba, foi observado que revestimentos
contendo blenda desses biopolimeros adicionados de nanoparticulas puderam evitar o
aparecimento de sintomas de doengas como a podridao nos frutos, além de funcionar como
barreira a gases, retardando a maturagdo dos frutos por até 20 dias a 21 £ 1 °C. No entanto,
os melhores resultados foram mensurados em revestimentos contendo a maior porcentagem

de quitosana em sua composig&o.
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Lima Oliveira et al. (2018) testaram o efeito de inibicdo no desenvolvimento de
sintomas de antracnose de revestimentos a base de quitosana e 6leo essencial de capim-limao
(Cymbopogon citratus), em frutos de goiaba, manga e maméo, inoculados artificialmente com
fungos causadores de antracnose nestes frutos (C. asianum, C. siamense, C. fructicola, C.
karstii ou C. tropicale). Foram combinadas diferentes concentrac@es 6leo essencial (0.15, 0.3
or 0.6 uL/mL) e quitosana (5 mg/mL). O revestimento composto por quitosana ¢ a maior
concentragdo do o6leo (0,6 plL/mL) obteve os melhores resultados de reducdo de
desenvolvimento lesdes de antracnose em todos os frutos testados, ao longo dos 12 dias de
armazenamento, mesmo quando comparados ao tratamento controle utilizando fungicidas
sintéticos. Os autores observaram a acdo conjunta do revestimento de quitosana e do 6leo
essencial, possibilitando efeitos aditivos e sinérgicos para a inibicdo do desenvolvimento dos
sintomas de doenga, demonstrando o potencial antifingico do revestimento.Correa-Pacheco
et al. (2017), também conseguiram reduzir a incidéncia de C.gloeospoirioides em frutos de
abacate, utilizando revestimento a base de quitosana reforcado com nanoparticulas de

quitosana e 6leo essencial de tomilho, sem prejudicar a qualidade dos frutos.

Kharchoufi et al. (2018) desenvolveram revestimentos a base de quitosana ou goma
de alfarroba, adicionados de extratos aquosos e etanolicos de casca de roma, além de cepa de
levedura Wickerhamomyces anomalus BS91. Frutos de laranja foram inoculados
artificialmente com o fungo Penicilium digitatum e recobertos com os revestimentos. Os
revestimentos utilizando os dois biopolimeros com concentracdo de extrato aquoso de 0.361
g /mL e 108 células/mL de W. anomalus, foram capazes de inibir quase que completamente o
desenvolvimento de sintomas de mofo verde nos frutos incubados a 26°C por 5 dias,

demonstrando um efeito sinérgico entre os polimeros, o extrato e a levedura.

19



Tabela 3 Revestimentos comestiveis a base de quitosana aplicados em diferentes frutos.

Tipo de hidrocolo6ide Aplicacédo Produtos Resultados Referéncias
Quitosana/ éleo essencial Solucéo Goiaba/manga/mamédo O revestimento inibiu ~ Lima Oliveira et
de capim-limao filmogénica o0 desenvolvimernto de al. (2018)
sintomas de antracnose
nos frutos.
Quitosana/ goma de Solucgdo Laranjas Os revestimentos Kharchoufi et al.
alfarroba/ extrato aquoso  filmogénica proporcionam quase (2018)
de casca de rom&/ gue completa inibi¢do
levedura do desenvolvimento de
Wickerhamomyces sintomas de mofo
anomalus BS91 verde os frutos
inoculados
artificialmente.
Quitosana/ acido Solugéo Arilos de roma O revestimento inibiu Ozdemir e
ascorbico filmogénica o desenvolvimento de ~ Gokmen (2017)
microrganismos e
prolongou a vida util
dos arilos por até 21
dias.
Quitosana/nanoparticulas Solucgéo Abacate O revestimento reduziu  Correa-Pacheco
de quitosana e éleo filmogénica 0 desenvolvimento de etal., 2017)
essencial de tomilho C.gloeosporioides.
Quitosana/ éleo essencial Solucgéo Tomate cereja Os revestimentos Guerra et al.
de Mentha piperita ou filmogénicas preveniram o (2015)
Mentha villosa Huds desenvolvimento de
microrganismos,
preservando a
gualidade dos frutos.
Quitosana/ 6leo de Solucéo Abacate Reduziu a gravidade de  Bill et al. (2014)
tomilho filmogénica sintomas de antracnose
nos frutos.
Quitosana/goma de Solugdo Tamaras Reduziu em mais de Aloui et
alfarroba/ 6leos filmogénica 50% a decomposicéao al.(2014)
essenciais de bergamota fangica dos frutos no
e laranja amarga dia 12 de
armazenamento.
Quitosana/ Solucgéo Mamao minimamente  Melhorou a qualidade Brasil et al.
microcapsulas contendo filmogénica processado do mamao e estendeu (2012)

trans-cinnamaldehyde-
CD/pectina

sua vida atil em até 15
dias armazenado a
4°C.

Fonte: Adaptado de Bambalele et al. (2021).
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3.7 Oxido de zinco

O oxido de zinco (ZnO) € um composto inorganico, formado naturalmente a partir do
mineral zincite, porem a maior parte do ZnO utilizado, é obtido de forma sintética. Particulas
de ZnO de diferentes estruturas espaciais, formas e tamanhos podem ser obtidas através de
métodos como deposicdo de vapor, precipitacdo em solucdo aquosa, sintese hidrotérmica,
processo sol-gel, precipitagdo por microemulsdes e processos mecanicos e quimicos
(KOLODZIEJCZAK-RADZIMSKA; JESIONOWSKI, 2014). De acordo com
Kotodziejczak-Radzimska e Jesionowski (2014) por possuirem diversas propriedades
quimicas e fisicas, 0 ZnO é utilizado em diversas areas como, em produtos farmacéuticos,

quimicos e destinados a agricultura, assim como em pneus, ceramica e tintas.

Segundo Wang (2004), este Oxido possui caracteristicas que o torna material
semicondutor, piezoelétrico e piroelétrico. Outras caracteristicas importantes deste 6xido sao,
sua transparéncia a luz visivel e, a possibilidade de formacdo de diversas estruturas
nanométricas (pentes, aneis, hélices, molas, correias, fios e gaiolas), tornando-o material
funcional e versatil (WANG, 2004). Estas nanoestruturas sdo mais comumente sintetizadas
através da deposicdo quimica em fase vapor (SCHMIDT-MENDE;, MACMANUS-
DRISCOLL, 2007).

O ZnO é classificado pela Food and Drug Administration (FDA) como nutriente para
consumo humano e, é reconhecido como substancia segura quando aplicado de acordo com
as boas praticas de fabricacdo (FDA, 2019). Segundo Ma, Williams e Diamond (2013), as
ZnOnano Vem sendo aplicadas em diversos produtos (ex. plasticos, ceramicas, vidro, cimento,
borracha) e sdo comumente utilizadas em produtos de higiene pessoal, incluindo cosméticos

e protetores solares, devido a sua propriedade reflexiva e excelente absorcdo de UV.

Atualmente ZnOnano Vem sendo aplicado em embalagens de alimentos, com a intengéo
de utilizar seu potencial antimicrobiano para estender o tempo de prateleira desses produtos.
Ao se utilizar materiais inorganicos como agente antimicrobiano, uma maior durabilidade,
menor toxicidade, resisténcia ao calor e maior seletividade podem ser observadas em relagéo
ao uso de materiais antibacterianos organicos (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN,
2008).
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O uso de particulas de ZnO em tamanho nanométrico melhora sua atividade biocida
em relacdo as particulas do mesmo composto em tamanhos maiores (PADMAVATHY;
VIJAYARAGHAVAN, 2008). O mecanismo de acdo antimicrobiana das ZnOnano, €
comumente descrito pela geracdo de espécies reativas de oxigénio e danos a parede celular do
microrganismo através da adsorcdo do nanomaterial. Este mecanismo pode ser verificado no
estudo realizado por Padmavathy e Vijayaraghavan (2008), onde os autores observaram o
potencial antimicrobiano dessas particulas, utilizando diferentes tamanhos, em bactéria gram-
negativa Escherichia coli e, concluiram que além de ficarem adsorvidas na superficie da
parede celular das bactérias. As ZnOnano liberaram perdxidos de hidrogénio no meio,
demonstrando a eficacia bactericida dessas particulas. Além disso, chegou-se a concluséo de
que particulas de tamanhos menores possuem uma maior atividade antimicrobiana, devido a

maior superficie de contato.

Lavinia et al. (2020), testaram o potencial antimicrobiano de ZnOnano €M bactérias
gram-positivas e gram-negativas (Escherichia coli e Staphylococcus aureus), em maméo
minimamente processado. Os autores produziram um nanocomposito a partir de quitosana e
enriquecido com diferentes concentragcbes de ZnOnano, €M relacdo ao peso da solucgdo de
nanocomposito, aplicando-o nos pedacos de polpa de maméao. As amostras foram mantidas
em geladeira, a temperatura de 10 °C, por 12 dias. O maior efeito de inibi¢cdo bacteriana, foi
obtido nas amostras com concentracdo de 0,027% ZnOnano, € 0 didmetro das particulas
utilizadas era de 611,30 nm. A aplicacédo do revestimento comestivel nanocompasito levou a
inibicdo do crescimento microbiano em todo o tempo de armazenamento em comparagdo com

a amostra de controle.

Segundo Arciniegas-Grijalba et al. (2019), para a identificacdo dos mecanismos de
acdo das nanoparticulas sobre a parede celular dos fungos, faz-se necessario a revisdo
sistematica mais rigorosa. Embora ndo sejam conhecidos a fundo os mecanismos de acdo das
nanoparticulas sobre os fungos, estes podem ser de natureza fisica ou quimica (MOSQUERA-
SANCHEZ et al., 2020).

De la Rosa-Garcia et al. (2018) avaliaram o efeito de ZnOnano € MgO em cepas de C.
gloeosporioides obtidas em mamao e abacate e, obtiveram percentual de inibi¢do superior a
80% no desenvolvimento dos fungos. O didmetro das ZnOnano que apresentaram maior

atividade antifungica estava em torno de 51 e 54 nm.
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Mosquera-Sanchez et al. (2020) avaliaram in vitro o efeito antifungico das ZnOnano
(20 - 70 nm) em Colletotrichum sp., causadores de antracnose nas plantas de café. Os autores
utilizaram trés concentragdes diferentes de ZnOnano. FOram observadas perdas na continuidade
de algumas hifas, liquefacdo do conteudo citoplasmatico e vacuolizagdo. Além disso uma
camada de particulas foi formada em torno da parede celular do fungo. As diferentes
concentragdes de ZnOnano inibiram entre 93 e 96% o crescimento de Colletotrichum sp., sendo
o melhor resultado na concentragdo de 15 mmol/L, enquanto o fungicida apresentou inibicdo
de apenas 88%.

Segundo as normas da Associacao brasileira de normas técnicas ABNT (2010), todos
os produtos quimicos registrados no Brasil devem possuir ficha de informacdes de seguranca
(FISPQ). Essa ficha é um meio de o fornecedor transferir informacGes essenciais sobre 0s
perigos do produto quimico ao usuério, possibilitando-o tomar as medidas necessarias
relativas a seguranca, saude e meio ambiente. Ela equivale a ficha safety data sheet (SDS),
usual em outros paises. De acordo com FISPQ para 6xido de zinco (108846) da empresa
Merck S/A (2010), para uso farmacéutico em cosmeéticos, as informagdes sobre efeitos
toxicoldgicos apresentaram toxicidade oral aguda e toxicidade aguda dérmica em doses
maiores que 5.000 mg/kg, nos testes com ratazana. A dose letal para humanos consta na

mesma ficha como sendo doses de 500 mg/ kg.

O uso de ZnOnano cOMO agente microbiano em alimentos tem despertado a atencédo de
muitos pesquisadores em relagdo a sua possivel toxicidade em humanos. De acordo com
dossié sobre ZnOnano €M po, divulgado pela Agéncia Quimica Europeia (ECHA, 2020), os
testes realizados especificamente em ZnOnano demonstram baixa toxicidade oral aguda, ou
seja, os valores de dose letal média (DLso) maiores do que 2.000 mg/kg de peso corporal. Os
Unicos dados relatados sobre inalacdo de ZnOnano indicam valor de toxicidade aguda (LCso)
maior que 1,79 mg/L. Ja os dados sobre ZnOnano confirmam toxicidade dérmica aguda baixa
com DLso maior que 2000 mg/kg de peso corporal. Desta forma, as concentragdes utilizadas

de nanoparticulas neste projeto, estardo sempre abaixo desses limites.
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3.8 Benzoato de sédio

O benzoato de sodio é denominado um aditivo sintético, amplamente utilizado nas
industrias de alimentos, farmacéutica e de cosmeéticos (ANDERSEN, 2001;
SHAHMOHAMMADI; JAVADI; NASSIRI-ASL, 2016). Para a obtencdo dessa substancia é
necessario um processo de neutralizacdo do &cido benzoico com bicarbonato de sddio,
carbonato de sodio ou hidroxido de sédio, pois este sal ndo ocorre naturalmente (FDA, 1984).
Sua férmula quimica é C7HsO2Na, altamente solivel em agua, e se apresenta na cor branca,
sem odor e pode ser encontrado na forma de pd, flocos ou peletizado (CODEX
ALIMENTARIUS, 2019; LINKE; CASAGRANDE; CARDOSO, 2018).

Segundo a Anvisa, o aditivo alimentar tem por objetivo modificar as caracteristicas
fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais do alimento (ANVISA, 2020). O benzoato de sodio
como aditivo alimentar, é reconhecido pelo Codex Alimentarius e FDA, como substancia
segura para consumo humano, desde que que nao exceda o nivel maximo das boas praticas de
fabricacdo, que atualmente é de 0,1% de sua presenca em alimentos (FDA, 1984). Segundo
Shahmohammadi et al. (2016) e Zhang e Ma (2013) , os limites de quantidade permitida de
uso de benzoato de sddio em alimentos, gira em torno de 0 - 5 mg/kg para 0 comité misto
FAO/OMS de especialistas em aditivos alimentares, na Europa a quantidade limite praticada
seria de 0,015 a 0,5%, dessa substancia. Ja no Brasil o limite maximo para uso do benzoato
de sodio é de 0,05 g/100 mg ou 0,05 g/100 mL(LINKE; CASAGRANDE; CARDOSO, 2018).

As propriedades conservantes do benzoato de sddio, sdo bem exploradas na industria
de alimentos. A atividade antimicrobiana dessa substancia estd correlacionada ao pH da
solucdo onde € utilizado, sua atividade ocorre em pH baixo. Em alimentos acidos, pode ocorrer
o desenvolvimento de fungos e leveduras aciddricos, e quando adicionado no inicio do
processo produtivo, o benzoato de sodio é capaz de interromper a atividade enzimatica desses
microrganismos, interrompendo seu desenvolvimento (SHAHMOHAMMADI; JAVADI,
NASSIRI-ASL, 2016).

Uma ampla gama de alimentos possui adi¢cdo desse conservante, como por exemplo:
margarina, molhos, temperos, bebidas alcodlicas e ndo alcoodlicas, conservas, produtos de
panificacdo, geleias, sucos, biscoitos, bolos e etc. (LINKE; CASAGRANDE; CARDOSO,
2018; SHAHMOHAMMADI; JAVADI; NASSIRI-ASL, 2016; ZENGIN et al., 2011).
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Pires et al. (2009), apresentaram nova forma de uso desse conservante. Em seu
trabalho, os autores desenvolveram filmes ativos de polietileno adicionados de benzoato de
sodio e sorbato de sdédio e caracterizaram estes filmes. Foram produzidas amostras em
extrusora, com concentragdo dos antimicrobianos de 4,5 %. Os resultados mostraram que estes
antimicrobianos estdo aptos a serem incorporados ao filme de polietileno. O benzoato de sédio
apresentou boa estabilidade térmica, iniciando seu processo de degradacdo em temperaturas
acima de 400°C graus. Foi observado também aumento de migragdo dos antimicrobianos em
relacdo a passagem de tempo, posterior a extrusao.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

O experimento foi conduzido no laboratorio de fisiologia da pos-colheita da Embrapa
Agroindustria de Alimentos. Para a producdo das solugdes filmogénicas, foram utilizados
alginato de sdédio média viscosidade (Dinamica, Brasil), benzoato de sddio granulado
(Quimidrol, Brasil), glicerol (Vetec Quimica, Brasil), quitosana com grau de desacetilacdo
(GD) de 75%, cloreto de célcio diidratado (CaCl.. 2H.0, Sigma-Aldrich), acido acético
glacial (Sigma-Aldrich) € ZnOnano (50 Nm - n° 677450) adquiridas da empresa Sigma-Aldrich
(EUA). O fungicida GRADUATE A+, foi gentilmente doado pela empresa Syngenta, Brasil.
O meio microbioldgico &gar batata dextrose, usados para o ensaio microbiol6gico, foram
adquiridos da Milipore, Sigma-Aldrich (EUA) e as cepas dos fungos Colletotrichum sp. e
Fusarium sp., isoladas de frutos de maméo e identificadas pelo Laboratorio de Patologia
Florestal da Universidade Federal de Vigosa, foram utilizados para as analises

microbioldgicas in vitro.

4.2 Preparacdo das solugdes formadoras de filme

Estudos preliminares de espalhabilidade e aderéncia de diferentes concentracdes das
solucdes de alginato e quitosana foram realizados nos frutos de mamao, com o objetivo de
chegar as melhores concentracdes dos polimeros para a produgéo de revestimentos coesos. As

concentragdes e 0 modo de preparagdo das solucGes séo descritos a seguir:
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4.2.1 Preparo da solucéo filmogénica de alginato

A solugédo de alginato foi preparada segundo Verma et al. (2011), com algumas
modificacOes. Inicialmente, o alginato de sddio 2% (m/v), foi deixado hidratando overnight
em 80% do contetdo de agua destilada utilizado na solu¢do. Em seguida solubilizado
utilizando um Ultra Turrax T25 basic (IKA, Staufen, Alemanha) a 9.500 rpm por 5 min. A
solugdo homogeneizada foi levada para o banho-maria e, ao atingir a temperatura de 60 + 5°C,
adicionou-se 0,5% (v/v) de glicerol e agitou-se por 5 min, ainda utilizando o Ultra Turrax a
9.500 rpm.

Os 20% de agua restante foram reservados para o preparo da solugdo de cloreto de
calcio (CaCl2.2H20), utilizado como agente reticulante da solucdo polimérica de alginato de
sodio. A quantidade de cloreto de célcio foi estimada em relacdo a quantidade de alginato de
sodio utilizada na producéo da solucdo filmogénica, utilizando como agente reticulante cloreto
de calcio diidratado (CaCl2.2H20), nas concentracbes de 0,375% ou 0,5%. O agente
reticulante foi solubilizado em agua destilada e adicionado a solucdo de alginato de sédio
ainda em banho-maria a temperatura de 60 £ 5°C, mantendo a agitacdo em Ultra Turrax a
9.500 rpm, por 20 minutos para a completa reticulacdo do biopolimero. Solucdes controle ndo

reticuladas também foram produzidas para comparacéo dos resultados.

4.2.2 Preparo da solucéo filmogénica de quitosana

A solucdo de quitosana foi preparada segundo Verma et al. (2011), com algumas
modificacBes. A solugdo de quitosana 1% (m/v), foi solubilizada em solug&o de cido acético
glacial 1% (v/v), e deixada hidratar overnight, em repouso. O conteudo hidratado foi
solubilizado em placa de agitagdo magnética C-MAG HS7 (IKA, Staufen, Alemanha) na
velocidade de 1000 rpm por 5 minutos. Posteriormente foi adicionado a esta solucdo 0,2%
(v/v) de glicerol, e entédo agitada por mais 5 min a 1000 rpm.
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4.2.3 Producdo dos compadsitos poliméricos com adicao de antimicrobianos

Ap0s o preparo das solucdes iniciais de alginato de calcio 2% (m/v) e quitosana 1%
(m/v), como descritas anteriormente, estas foram homogeneizadas em agitador mecanico
Ultra Turrax a 9.500 rpm por 10 minutos, na proporc¢do 9:1 (alginato em relacdo a quitosana),
para producédo da blenda polimérica.

Para o preparo das solucdes filmogénicas contendo as ZnOnano, @ Nanoparticula foi
suspensa em agua destilada (5 mL) e sonicada em banho de ultrassom (Unique USC- 4800,
Indaiatuba, Brasil) com poténcia de 220W, por 15 min. Em seguida, a nanoparticula foi
incorporada a blenda polimérica (0,5 mg de ZnOnano /ML) com 0 auxilio do agitador mecénico

Ultra Turrax, por 10 min, até total dissolucéo.

No preparo das solugdes filmogénicas adicionadas de benzoato de sodio, este, na
concentracdo de 30 ppm, foi macerado e diluido em agua destilada (2 mL) antes de ser
adicionado a mistura de solucdes. Da mesma maneira, incorporado a blenda polimérica com
0 auxilio do Ultra Turrax e agitada por 10 min, até total dissolucdo. Solugdes controle sem a
adicao dos antimicrobianos (ZnOnano € benzoato de s6dio) também foram produzidas.

Dessa maneira as solucBes filmogénicas foram desenvolvidas estdo resumidamente

descritas na Tabela 4:

Tabela 4 Descricdo das diferentes solucdes filmogénicas produzidas.

Tratamentos Concentracdo CaCl» Agente antimicrobiano/ concentracdo

AQlN 0,5% ZNOnano (0,5 mg/mL)
AQ1l 0,5% -

AQZN 0,375% ZNOnano (0,5 mg/m L)
AQ2 0,375% -

AQON - ZNOnano (0,5 mg/m L)
AQO - -

AQI1BS 0,5% Benzoato de sddio (30 ppm)

AQ2BS 0,375% Benzoato de sddio (30 ppm)

AQOBS - Benzoato de sodio (30 ppm)

* (-) Componente ausente
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4.3 Preparacao dos filmes

Os filmes foram preparados pela técnica de casting, na qual peliculas finas sdo obtidas
atraves da evaporacdo do solvente em estufa de circulacdo de ar (TURBIANI, 2007). As

solugdes filmogénicas utilizadas para a producédo dos filmes, foram descritas no item 4.2.

As solucdes filmogénicas produzidas, foram levadas ao ultrassom de banho (Unique
USC- 4800, Indaiatuba, Brasil) com poténcia de 220W, por 20 min para a retirada de bolhas.
Em seguida, aproximadamente 259 das solugdes foram vertidas em placas de Petri descartavel
(90 x 15 mm), e 509 das solugdes foram vertidas em placas de Petri de vidro (150 x 15 mm)
e levadas para secar em estufa de circulacdo de ar (Fabbe Primar, Sdo Paulo, Brasil) a 40°C,
por aproximadamente 16h. Apds a secagem, os filmes foram armazenados em dessecadores
contendo silica gel até o momento das analises. A Figura 5 retrata o fluxograma de processo

para elaboracgéo dos filmes.
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Figura 5 Fluxograma de processo para elaboragdo das solucdes filmogénicas.
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4.4 Caracterizacgdo dos filmes

Para a realizagdo das analises de solubilidade em &gua, umidade, propriedades
mecénicas, analise termogravimétrica e angulo de contato, os filmes foram acondicionados
em dessecadores contendo solucdo supersaturada de MgNOs3.6H.O, 48 horas antes das

andlises (= 50%), a 30 °C, para controle da umidade relativa (UR).

4.4.1 Aspecto visual
O aspecto visual dos filmes foi realizado por avaliagcdes subjetivas considerando
homogeneidade, continuidade, flexibilidade, facilidade de desprendimento do suporte de

secagem (placa de Petri) e manuseio.

4.4.2 Cor

A cor dos filmes foi determinada utilizando um colorimetro portatil CR-400 (Konica
Minolta, Téquio, Japdo). A escala CIELab foi utilizada para determinar a cor parametros L*,
a* e b* (ALPARSLAN et al., 2014). A cor dos filmes nanocompdsitos, foi expressa como

diferenca total de cor (AE¥), determinada utilizando-Se a equagéo:

AE*= \ (L*-Lo*) 2 + (a*-a0*) 2 + (b-bo*) 2

Nesta equacdo (Lo*= 85,0742, ap*=-2,3088 e bo*= 10.4512) sdo os parametros de cor
do filme controle sem ZnOnano € Sem reticulagéo no padréo branco, utilizado para comparagédo

dos resultados.

4.4.3 Espessura

A espessura do filme foi medida com um paquimetro digital Z22855 (Powerfix,
Neckarsulm, Alemanha) com + 0,02 mm de precisdo, onde quatro repeti¢cdes de cada filme
foram medidas em dez pontos aleatorios. O valor médio das amostras foi utilizado nos
calculos para determinacéo dos valores de permeabilidade ao vapor de agua e propriedades

mecanicas.
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4.4.4 Solubilidade em agua

A solubilidade do filme em agua foi determinada por imerséo dos filmes em agua e
contabilizacdo das particulas secas remanescentes (CUQ et al., 1996). Circulos de 2 cm de
didmetro dos filmes foram cortados, secos a 105 °C em estufa de circulagdo de ar (Fabbe
Primar, S&o Paulo, Brasil) por 24h e pesados. Em seguida, as amostras foram imersas em 50
mL de agua, lacradas com plastico filme e agitadas suavemente (65 rpm) em incubadora
shaker de bancada SL-222/E (Solab, Piracicaba, Brasil) por 24h a 30 °C. A porcéo insolavel
de cada filme foi retirada e seca a 105 °C em estufa durante 24h e pesada novamente para
determinacdo do peso da matéria seca. A analise foi realizada em triplicata. Para o calculo foi

utilizada a seguinte equacéo:
Sol(%) = M i 100
o 0) = Mi .
Onde,

Sol = porcentagem de solubilidade do filme (%)
Mi = massa inicial da amostra (g)
Mf = massa final da amostra (g)

4.4.5 Umidade

A umidade dos filmes foi aferida utilizando um analisador de umidade com
aquecimento de halogénio MB25 (OHAUS, Nova Jersey, EUA). Amostras contendo
aproximadamente 0,530 g dos filmes foram aquecidas a 130 °C e suas umidades registradas
em %. A analise foi realizada em triplicata.

4.4.6 Propriedades mecanicas

Os filmes foram analisados quanto ao seu desempenho no teste de tragdo utilizando
um analisador de textura TA XT Plus (Stable Microsystems, Godalming, Reino Unido),
pertencente ao Laboratdrio de Propriedades Fisicas da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

A célula de carga utilizada foi de 30 kg, os corpos de prova foram dimensionados em 100 mm
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de comprimento de 25 mm de largura. Essas amostras foram fixadas nas garras do
equipamento com distancia inicial entre elas de 50 mm e velocidade de tracdo de 0,5 mm/s,
seguindo o método ASTM D882-18 (ASTM, 2018), de acordo com Vieira et al. (2021). Os
parametros medidos na avalia¢do das propriedades mecanicas foram: Tensdo de ruptura (TR,
em MPa); alongamento na ruptura (AR, em %); e 0 mddulo de Young (YM, em MPa). TR,
AR e YM foram obtidos a partir das curvas tensao-deformacdo e foram calculados usando as

equacoes:

TR=Z

- Ast

Onde,

TR = tenséo de ruptura (Mpa);
Fm = ¢é a forca maxima no rompimento (N);
Ast = &rea da secgdo transversal do corpo de prova (mm?);

O alongamento na ruptura (AR) foi calculado através da equacéo:

AR = L2202 5 100

inc

Onde,

AR= alongamento na ruptura (%);

Cfin = distancia final de separacéo entre as garras (mm)
Cinc= distancia inicial de separag&o entre as garras (mm);

O médulo de Young (YM) foi calculado através da equacao:
YmM=2
Y

Onde,

o = inclinacao da curva tensao
v = deformagao
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4.4.7 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de
determinado material € utilizada para investigacdo e identificacdo de sua composi¢do quimica,
a partir da confirmacdo da presenga dos grupos funcionais existentes na amostra. O
procedimento da analise ocorre quando o feixe de luz infravermelha com diversos
comprimentos de ondas, sdo direcionados a amostra a ser analisada. Quando o feixe de luz
atinge a amostra, este é absorvido e estimula 0 movimento de moléculas e ligacdes quimicas
presentes na amostra, esse movimento causa vibragcdo que € correlacionada ao comprimento

de onda causador do movimento e a composi¢do da molécula (BRUKER, 2022).

Os espectros de infravermelho dos filmes foram gravados utilizando um equipamento
VERTEX 70 (Bruker, Massachusetts, EUA), na Central Analitica Multiusuario do Programa
de P6s-Graduagdo em Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). O
espectro de cada amostra foi obtido pelo aciimulo de 64 varreduras com resolugdo de 4 cm™
e nimero de onda de 400 - 4000 cm™. As analises foram realizadas em duplicata e processadas
utilizando o software OPUS (SATRIAJI et al., 2020).

4.4.8 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) € a técnica utilizada para monitorar a degradacédo
de determinada substancia, através de sua diferenca de massa, em funcdo do tempo e de um

intervalo de temperatura pré-determinado, sob atmosfera controlada.

A anélise termogravimétrica foi conduzida em triplicata com aproximadamente 0,2 ¢
de amostra em cadinhos de porcelana. A amostra foi aquecida desde a temperatura ambiente
(x 24 °C) até 800 °C, a uma taxa de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio (com velocidade
de 50 mL/min). A estabilidade térmica dos filmes foi avaliada, analisando a variagdo da massa
em funcdo da temperatura, para isso foi utilizado o analisador termogravimétrico TGA-2000
(Navas Instruments, Carolina do Sul, EUA). A analise foi realizada em triplicata (COELHO
et al., 2020).
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4.4.9 Angulo de contato

O medidor de angulo de contato 6ptico CAM 101 (KSV Instruments Ltd, Helsinque,
Finlandia) foi usado para medir o angulo de contato na superficie do filme pelo método de
queda séssil. Cada medicdo foi realizada dentro de 20 s com seringa de 1000 pL. (Hamilton,
Nevada, EUA) e agulha de 0,75 mm de didametro, dispensando uma gota de aproximadamente
4uLl a cada medigdo. Foram analisadas trés repeticdes, com 5 medicdes para cada amostra,
em diferentes regides do filme, totalizando 15 medicdes para cada filme, a uma temperatura
ambiente de + 24 °C (KWOK; NEUMANN, 1999).

4.4.10 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia do filme foi verificada através de imagens da superficie do filme
realizadas no Nucleo de microscopia avancada da Embrapa Agrobiologia, utilizando um
microscopio eletrénico de varredura (MEV) Evo LS 10 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha)
e as da secdo transversal dos mesmos, usando um MEV Vega 3 (Tescan, Brun, Republica
Tcheca) no Nucleo de Microscopia Eletronica da COPPE da UFRJ, com tensdo de aceleracéao
de 20 kV e 5 kV sob condigdo de baixo vacuo. A fratura dos filmes foi realizada a partir da
imersdo dos mesmos em nitrogénio liquido, posteriormente as amostras de filmes foram

recobertas com ouro para aumentar sua condutividade elétrica.

4.5 Atividade antifngica dos filmes in vitro

Colletotrichum sp. e Fusarium sp. foram isolados de lesdes encontradas em frutos de
mamado, cultivados em placas de meio BDA, purificados, re-inoculados em frutos de mamao
sadios e isolados novamente dos sintomas presentes nesses frutos, confirmando a identidade

dos agentes causais através dos Postulados de Koch.

A atividade antifingica foi realizada de acordo com Silva (2017), com algumas

modificacfes. Uma Cémara de Neubauer foi usada para a contagem e padronizacdo das
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suspensdes de esporos. A atividade antifungica dos filmes no meio de cultura contra

Colletotrichum sp. ou Fusarium sp. foi determinada pelo método de difusdo em agar.

O meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose) foi vertido em placas de Petri de vidro
(140 x 15 mm) e ap0s a solidificacdo, as suspensdes de esporos (200 uL, 10° UFC/mL) foram
espalhadas no meio de cultura com o auxilio de uma al¢ca de Drigalski estéril. Discos dos
filmes (1,5 cm de didmetro), foram expostos a luz UV por 5 min, e entdo depositados na
superficie do meio. As placas foram seladas e armazenadas a 25 °C em camara tipo BOD NT
780 (Novatecnica, Piracicaba, Sdo Paulo) por 2 dias. Foi avaliada a possivel formacéo de halo
ao redor dos filmes, apds 48h de incubacdo e realizada comparagdo entre os tratamentos.
Filmes sem agente antimicrobianos foram utilizados como controle, além de placas inoculadas
sem a presenca de filme. Foram utilizadas 9 repeticdes de cada filme, 3 repeticdes por placa,

dispostas de maneira equidistantes entre si.

4.6 Inoculacdo dos frutos e aplicacdo dos revestimentos

Frutos de mamao papaya cv. “Golden”, produzidos no municipio de Itabela - BA,
foram adquiridos na Centrais de Abastecimento do Estado do Rio de Janeiro (CEASA-RJ),
em estadio de maturacdo 2 (25% da area superficial da casca com cor amarela, rodeada de

verde claro) da escala de maturacdo visual, desenvolvida por Oliveira et al. (2000).

Em seguida, os frutos foram transportados para o Laboratério de Pds-Colheita da
Embrapa Agroindastria de Alimentos, acondicionados em caixas de papeldo conforme sao
comercializados, e armazenados sob refrigeracdo 12 + 2°C. No laboratorio, transcorrido um
dia ap6s a chegada, os frutos foram retirados cuidadosamente das embalagens, e selecionados
para uniformizacgéo dos lotes, quanto a coloracdo da casca, auséncia de sintomas de doencas
e injarias mecanicas. Apos a selecdo, os frutos foram lavados em &gua corrente, para retirada
de sujidades e higienizados, imersos por 10 minutos em solucdo de dicloroisocianurato de
sodio di-hidratado (Sumaveg®) na concentracdo de 80 ppm, que corresponde a 3 mg.100g-!
de cloro livre, e deixados secar em condicdo de ambiente (26 £ 2°C; 85% UR) até a inoculacéo

e, aplicagéo dos tratamentos (Figura 6).
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Figura 6 Processo de higienizacdo dos frutos. (a) frutos adquiridos, (b) lavagem em agua
corrente, (c) imersdo em solucgdo clorada e (d) secagem.

Os frutos foram inoculados artificialmente de duas maneiras distintas, para demonstrar
a eficiéncia antifangica dos revestimentos aplicados. As nove solucdes filmogénicas
desenvolvidas conforme relatado no item 4.2.3 (Tabela 4), foram utilizados como
revestimentos, assim como o fungicida destinado ao uso na p6s-colheita de frutos de maméo
GRADUATE A", utilizado como controle positivo e frutos sem nenhum tratamento, utilizados

como controle negativo.

As inoculagdes foram realizadas na seguinte ordem e maneira:

e Reveste e Inocula (RI): Frutos escolhidos aleatoriamente foram recobertos com
as solugdes filmogénicas com o auxilio de um pincel, figura 7. Apds a secagem
dos frutos em temperatura ambiente (25 °C), sob uma grade, foram depositados
assepticamente em dois pontos distintos do fruto, pequenos discos de agar-agar
(Milipore, EUA) estéril (0,7 mm de didmetro), e entdo dispensadas sobre eles
10 pL de uma suspenséo de esporos dos fungos Colletotrichum sp. e Fusarium
sp., previamente padronizadas com o auxilio de uma cdmara de contagem de

células (3,7 x 10°e 3,6 x 10°, respectivamente).
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Figura 7 Aplicacdo dos revestimentos e inoculacdo dos frutos, na forma de inoculagéo RI.

e Inocula e Reveste (IR): Foram depositadas duas gotas de 10 pL das suspensdes
de esporos mencionadas anteriormente, em dois pontos distintos do fruto e
entdo realizada uma perfuracdo (= 2 mm) utilizando seringa hipodérmica de
5mL com agulha estéril (25 x 0,7 mm), sobre cada uma das gotas (NERY-
SILVA et al., 2007), figura 8. Os frutos foram deixados secar por 12h a £25°C

e s0 entdo foram aplicadas as solucdes filmogénicas com o auxilio do pincel, e

deixados secar em temperatura ambiente (27 °C).

Figura 8 Inoculacéo artificial dos frutos de maméo, na forma de inoculacéo IR.

O tratamento com fungicida foi aplicado respeitando a ordem das inoculagdes,
seguindo as instrucdes descritas na bula do produto, de acordo com as especificacbes da
empresa fornecedora. Os frutos foram imersos na calda obtida utilizando 3 mL de solucéo
concentrada de GRADUATE A" para cada 1L de agua, por dois minutos, e entdo deixados
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secar (Figura 9). Os frutos controle, foram inoculados, mas ndo receberam qualquer tipo de

tratamento.

Figura 9 Aplicacdo de fungicida nos frutos por imerséo em calda.

Apds a secagem, os frutos foram acondicionados em embalagens anatdémicas para
mamao - desenvolvidas a partir de poliuretano e fibras vegetais, numa parceria entre a
Embrapa Agroinddstria de Alimentos (RJ), do Instituto Nacional de Tecnologia (INT) e
Instituto de Macromoléculas (IMA) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) -
previamente higienizadas, e armazenados em camara de refrigeracdo a temperatura
aproximada de 13 + 1°C e UR de aproximadamente 77%, durante 7 dias. Posteriormente, 0s
frutos foram retirados da camara e armazenados em temperatura ambiente (28 °C) por mais 7
dias. Durante os primeiros sete dias de armazenamento foram realizadas analises de perda de
massa e cor dos frutos. No ultimo dia de armazenamento, devido ao elevado desenvolvimento
de sintomas de doenca nos frutos, estes foram avaliados subjetivamente quanto a cor de sua
casca, tracando um paralelo com seu possivel estadio de maturacéo e classificacdo de sintomas

de doenga.

Cada tratamento foi composto por 4 repeti¢cdes, sendo cada repeti¢do representada por um
fruto, somando 88 frutos para cada tipo de inoculacdo (RI ou IR) e fungo (Colletotrichum sp.

ou Fusarium sp.), conforme esquematizado na Figura 10.
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Figura 10 Esquema experimental da distribuicdo das repetigdes e tratamento.

4.7 Andlises fisicas e microbioldgicas dos frutos

4.7.1 Cor

A cor instrumental dos frutos foi aferida com o auxilio de um colorimetro portatil CR
400 (Konica Minolta, Toquio, Japao). A escala CIELab foi utilizada para determinar a cor
pardmetros L*, a* e b* (ALPARSLAN et al., 2014). Cada tratamento contou com 40 leituras
distribuidas aleatoriamente nos frutos, sendo 10 leituras em cada fruto.
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4.7.2 Perda de massa fresca

A perda de massa fresca foi obtida pela pesagem de todos os frutos de cada
tratamento avaliado, ap6s 7 dias de armazenamento, utilizando uma balanca de precisdo
AD2000 (0,01 g) (Marte, Minas Gerais, Brasil). Considerou-se entdo, a diferencga entre a
massa inicial e final dos frutos. Os resultados foram expressos em % de perda de massa fresca.

Onde,

Pm = Perda de massa (g);
Pinicial = Peso inicial do fruto (g);
Pfinal = Peso final do fruto (g)

4.7.3 Classificacdo de estadio de maturacdo dos mamdes

Uma escala de estadio de maturidade baseada na escala do programa de
exportacdo de mamao brasileiro do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Meio Ambiente
(MAPA) (PEREIRA et al., 2009) foi utilizada para a avaliacao (Figura 11). Os frutos foram
avaliados em relacdo a maturacdo no 14° dia de armazenamento, pela coloragdo visual da
casca, e receberam diferentes classificagcdes. Sendo, frutos totalmente desenvolvidos, de cor
100% verde, classificados como 0; frutos com até 15% da superficie amarela, classificados
como 1; frutos com até 25% da superficie da casca amarela, cercada de cor verde clara,
classificados como 2; frutos com até 50% da superficie amarela, cercada de cor verde clara,
classificados como 3; frutos com 50 - 75% da superficie amarela, rodeada de verde claro;
classificados como 4; e frutos com 76-100% da superficie amarela, classificados como 5.
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1] 100% d
(cor o verde) 3 (até 50% da superficie amarela)

1 (até 15% da superficie amarela) 4 (50 - 75% da superficie amarela)

- 0, 1
2 (até 25% da superficie amarela) 5 (76-100% da superficie amarela)

Figura 11 Escala de classificagdo de sintomas de doenca em frutos de mamao, adaptado de
Pereira et al. (2009).

4.7.4 Severidade da doenca

A média de classificacdo dos frutos quanto a severidade de doencas, foi realizada
utilizando uma escala de sintomas de doencgas (crescimento fngico; lesdes escurecidas com
depressdo e podriddo peduncular), adaptada de Romanazzi et al. (2013), onde os frutos que
apresentavam em sua extensdo cerca de 0 — 10% de comprometimento de sua aparéncia por
sintomas de doengas, recebiam o numero O; sintomas em até 20% de sua superficie,
classificagéo 1, entre 21- 40% classificacdo 2, entre 41 — 60%, eram denominados com nimero
3, aqueles com 61- 80 % da superficie comprometida, classificacdo 4. Por fim, aqueles que
apresentaram sintomas entre 81-100%, receberam o nimero 5 (Figura 12). Todos os frutos,

de todos os tratamentos foram avaliados ao 14° dia de armazenamento.
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| (0 0-10% sintomas)

1 (11 —-21% sintomas)

2 (21 —40% sintomas) 5 (81 - 100% sintomas)

Figura 12 Escala de classificacdo de sintomas de doenca em frutos de mamao, adaptado de
Romanazzi et al. (2013).

4.8 Analise estatistica dos dados

O software de andlise estatistica RStudio 1.4.1717 foi utilizado para a analise das
médias obtidas em cada teste. Foi realizada uma Analise de variancia (ANOVA) de duas vias,
comparando a influéncia dos dois fatores independentes (reticulacdo e adicdo de
antimicrobiano), para os filmes e dois fatores independentes (diferentes tratamentos e tipos de
inoculacdo), para os frutos, utilizando o teste de Tukey para determinar diferengas
significativas. Foi utilizado o teste de comparacdo multipla de médias de Scott-Knott para
comparar os diferentes filmes e revestimentos. Também foi realizado a converséo de variavel
de Box-Cox (mediante o calculo de lambda) ou teste de Friedman nas variaveis dependentes
que ndo apresentaram normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. No experimento
envolvendo a aplicagdo dos revestimentos nos frutos também foi aplicado o teste de Dunnett
para comparacao tratamentos controle (frutos tratados com fungicida — controle positivo e
frutos sem tratamento — controle negativo), com os demais tratamentos. Para as analises que

utilizaram escalas de maturacdo e severidade de doenca, foi utilizado o teste de Kruskal
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Wallis, para identificacdo de diferencas significativas entre as médias. Todas as analises

estatisticas foram realizadas ao nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Aspecto visual dos filmes

A mistura e proporc¢do dos polimeros usados neste trabalho, propiciou a formagéo de
filmes. Os filmes obtidos a partir das diferentes formulacbes apresentaram boa maleabilidade
e flexibilidade, destacando-se facilmente das placas, com capacidade de se dobrar sem
quebrar. O aspecto visual de todos os filmes mostrou-se homogéneo independente da
concentragdo de agente reticulante ou da adicdo dos diferentes antimicrobianos, ndo sendo

possivel diferenciar os biopolimeros utilizados (Figura 13).

»» 2 % A
[RANSPARENTE -& ‘mm-
\ - ‘
& _

AQO (controle)

Figura 13 Aspecto visual dos filmes elaborados a partir de misturas de alginato e quitosana,
adicionados de antimicrobianos.
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E importante destacar, que os filmes nanocompésitos, (AQIN, AQ2N e AQON),
apresentaram aparéncia mais coesa ap0s a sua secagem, deixando a aparéncia desses filmes
com algumas falhas, como mostrado na Figura 14. Isto ocorreu independente da adicdo do
agente reticulante a solucdo. Tal fato, pode ser explicado pelo efeito reticulante proporcionado
pelo uso das nanoparticulas, que modificam a estrutura dos filmes deixando-os com a estrutura

mais compacta, formando ligacGes mais estaveis (SILVA, 2017).

Alginato e quitosana sdo polimeros que possuem cargas opostas, e naturalmente o
balanco entre as cargas tornam as misturas destes mais homogéneas, porém a propor¢ao entre

essas misturas pode afetar o resultado final do filme (AHMADI et al., 2015).

Figura 14 Aparéncia dos filmes com (AQ2N) e sem ZnOnano (AQO).

A cor dos filmes, a olho nu, apresentou um tom amarelado, proporcionado pela
proporcdo maior de alginato utilizado na formulagéo, como pode ser observado na analise
instrumental de cor apresentada na secdo 5.2. Filmes de alginato e quitosana puros possuem
coloracdo tendendo a cor amarela (VASCONCELOS, 2016). Os filmes confeccionados
somente com quitosana possuem aspecto translicido (KIM et al., 2011). Visualmente,
observa-se leve opacidade nos filmes, possivelmente ocasionada pela mistura dos diferentes

polimeros, porém ainda mantendo aparente transparéncia.
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5.2 Cor

A cor instrumental dos filmes foi avaliada seguindo sistema CIELab, utilizando o
espaco de cor L*a*b*. Neste sistema sdo obtidos os parametros de cor luminosidade L*,
variando de O (preto) a 100 (branco); o a*, do verde (-) ao vermelho (+); e b*, do azul (-) ao
amarelo (+). A cor dos filmes é expressa como a diferenca total de cor (AE*) (KONICA
MINOLTA, 2019).

A tabela 5 apresenta os valores referentes aos parametros de cor encontrados nos
filmes. Nenhum dos parametros apresentou interacdo entre os fatores reticulagéo e
antimicrobiano. Estatisticamente, os valores de AE dos filmes contendo ZnOnano Nd0 foram
afetados por sua presenca nas matrizes, mostrando que a quantidade utilizada do
antimicrobiano ndo foi capaz de modificar o aspecto dos filmes. Tal fato pode estar
relacionado ao tamanho diminuto das nanoparticulas, que tornam-se menos susceptiveis aos
efeitos oticos da luz visivel (SILVA, 2017).

Tabela 5 Valores de diferenga total de cor (AE), L*, a* e b* dos filmes reticulados e ndo
reticulados, adicionados ou ndo de agentes antimicrobianos.

L* a* b* AE
AQIN b 85,0 +1,25A2 -2,45 + 0,132 211,56 +3,37 A2 31,22 £ 0,754 A2
AQ2N 385,8 £ 0,221 A -2,26 £ 0,07 29,31+0,789 A2 41,64 + 0,499 A@
AQON 285,8+0,574 A2 -2,47 £ 0,244 210,1+£1,9442 31,22 £0,383 A2
AQ1BS b 85,1+ 0,754 A2 -2,09+0,111 210,0+£1,66 A2 241,561+1,08A2
AQ2BS b 84,9 + 0,349 A -2,08 £0,024 210,1 £0,743 A2 21,13 £ 0,346 A2
AQOBS b 84,6 +1,07A2 -2,14 £ 0,042 49,39 + 1,78 Ad 32,23+0,577 A2
AQ1 b 84,9 + 0,472 A2 -2,11+0,073 210,7 £1,25A2 21,81 +1,02A2
AQ2 b 84,9 +0,192 A2 -2,04 £ 0,049 410,3 + 0,409 A# 41,40 + 0,646 A@
AQO bg5,1+0,424 A2 -2,31 £ 0,088 2105 £ 0,945 A 31,62 £0,677 A2
Efeitos simples
Antimicrobiano
ZnOnano 85,53+£0,6812 -2,39+0,1482 10,3+ 2,032 1,36+ 0,545
BS 84,86 + 0,724 -2,10 £0,059 2 9,83+1,39° 1,62+ 0,667 2
Auséncia 84,96+ 0,362 ° -2,15+0,072 10,5+ 0,868 @ 1,61+0,7812
Reticulacao
0,5% 85,00+ 0,825? -2,21+0,105° 10,73+ 2,092 1,51+ 0,951 2
0,375% 85,2+ 0,254 2 -2,12+0,0472 9,90+ 0,6472 1,39+ 0,497 2
0% 85,16+ 0,689 2 -2,30£0,124 ¢ 9,99+ 1,552 1,69+ 0,5452
A (lambda) ou
Friedman 33,9 X24)= 4,66 e X?u4)= 6 -0,5 0

Os valores sdo representados por médias + desvio padrédo. Diferentes letras maitsculas na mesma coluna indicam diferengas significa-
tivas entre amostras adicionadas com diferentes concentragfes de agente reticulante, em relagdo ao mesmo agente antimicrobiano adi-
cionado. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna indicam diferencas entre amostras com diferentes antimicrobianos no mesmo
nivel de concentragdo de agente reticulante.Diferentes letras minusculas a esquerda na mesma coluna indica a diferenca de médias para
o teste Scott-Knott. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna mostram diferencas significativa de média nos efeitos simples. Todas

as analises estatisticas foram realizadas a 5% de significancia.
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Apesar de ndo apresentarem interacdo o parametro de cor L* apresentou diferenca de
médias significativa nos efeitos simples e no teste de Scott-Knott, relacionada a presenca de
antimicrobiano nos filmes, onde a maior média foi observada nos filmes que continham
ZnOnano. Tal fato, confirma a informacdo anterior ligada a aparente homogeneidade na
aparéncia dos filmes adicionados de ZnOnano, que Ndo apresentavam falhas em sua superficie
como 0s demais. Essa estrutura mais coesa provavelmente proporcionou aumento na
luminosidade dos filmes, tendendo mais os valores de L” para o branco.

Filmes puros de quitosana apresentam aspectos translicidos, ja filmes formados a
partir do polimero alginato apresentam aspecto transparente, porém com coloracao tendendo
ao amarelo (KIM et al., 2011; VASCONCELOS, 2016). O parametro b”, que mede a variagéo
entre as cores azul e amarelo, ndo apresentou diferencas significativas para nenhum dos
tratamentos, mostrando todos os seus valores positivos, 0 que demonstra que as cores dos
filmes avaliadas instrumentalmente estdo préximas aquelas observadas visualmente, com os
filmes tendendo sua cor para o amarelo.

O teste de Friedman realizado nos valores do pardmetro de cor a”, mostrou que ha
efeito da adi¢do de antimicrobianos no processo de reticulacdo em relagédo ao valor de a* (X3
= 6; pvaiee = 0,0497) e ndo ha efeito do processo de reticulagdo na adicdo de antimicrobiano
em relacdo ao valor de a *(X?%a4) = 4,66; pvaive = 0,0969). Nota-se um incremento da cor verde
nos filmes, devido os valores de a* mais negativos. Diferencas significativas para este
parametro, foram observadas nas médias do efeito simples reticulacdo, observando a maior
média, nos filmes reticulados com 0,375% de cloreto de célcio.

Resultados semelhantes aos observados neste trabalho, foram encontrados por Silva
(2017) onde, ao se adicionar uma concentracao menor de ZnOnano (3% em relacdo a massa de
alginato), com o mesmo diametro utilizado neste estudo (50 nm) em filmes de alginato com
baixa reticulagdo, ocorreu um incremento no valor de L* e b”, e uma diminuicio do valor de
a’, em relagdo ao filme controle sem nanoparticulas. Em Roy e Rhim (2020) também ¢é
possivel visualizar o mesmo padrdo de incremento no valor de L™ e b*, e diminuicdo do
parametro a em filmes de carboximetilcelulose (CMC) incorporados de ZnOnano (1% em
relacdo a massa de CMC), quando comparados aos filmes do mesmo polimero sem adigéo de
ZnOnano.

Normalmente, uma diminui¢cdo do valor de luminosidade é relatada ao serem
adicionadas ZnOnano em filmes com diferentes matrizes poliméricas, principalmente com o
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incremento da concentracdo destas nanoparticulas. Porém, também € possivel observar um
aumento do valor de b*, AE e diminui¢do do valor de a”, culminando na reducdo de
luminosidade e tendencia de incremento da cor verde e amarela nos filmes, dependendo do
polimero (KANMANI; RHIM, 2014; SATRIAJI et al., 2020; SOUZA et al., 2021).

5.3 Espessura e Propriedades mecéanicas

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos relativos a espessura dos filmes e
propriedades mecanicas. E possivel observar que houve interacdo entre os tratamentos. Os
filmes de menor espessura foram aqueles que receberam a maior concentracdo de agente
reticulantes juntamente com a adicdo de ZnOnano (AQIN). O processo de reticulagdo do
alginato possibilita a ligacdo entre as cadeias desse polimero, tornando sua estrutura mais
compacta e isto pode ter sido fator preponderante para obtencéo de uma espessura mais fina.
De modo geral, os filmes com maior concentracao de agente reticulante apresentaram-se com
as menores espessuras (AQ1N; AQ1 e AQLBS), porém é possivel observar que a mistura de
polimeros onde ndo foi utilizada reticulagdo, mas adicionou-se as nanoparticulas de 6xido de
zinco (AQON), também apresentou espessura mais fina, muito embora ndo tenha sido

significativamente diferente da espessura do filme controle.

Resultados diferentes dos obtidos nos filmes deste estudo, foi observado em outros
trabalhos. Rhim (2004) produziu filmes de alginato de sodio reticulados de duas maneiras:
adicionando o agente reticulante (CaClz) em solucdo, variando concentragdes (reticulagdo
primaria) e por imerséo dos filmes de alginato em solucdes contendo diferentes concentragdes
do mesmo agente reticulante (reticulacdo secundaria). A espessura dos filmes que sofreram
reticulacdo primaria tiveram um incremento de acordo com o aumento da concentracdo de
agente reticulante. J& os filmes originarios de reticulacdo secundaria diminuiram sua espessura
em relacdo ao controle, porém o aumento da concentracdo de agente reticulante também

ocasionou 0 aumento da espessura desses filmes.

Apesar de ndo ser observada diferenca estatistica na espessura dos filmes de alginato
que passaram por processo de reticulacdo primaria em Silva (2017), pode-se verificar que
existiu uma tendéncia de menor espessura do filme reticulado e adicionado com menor

concentracdo de ZnOnano, em relacéo ao filme controle sem nanoparticulas. Pode-se verificar
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também, que ocorre um ligeiro incremento da espessura dos filmes, ao se aumentar a

quantidade de nanoparticulas adicionada.

Filmes reticulados com ifons de Ca®" preparados com fucoidan, alginato e quitosana
foram preparados em Gomaa et al.(2018). Além do filme reticulado contendo os trés
polissacarideos, também foram preparados filmes somente com quitosana e alginato,
reticulados ou ndo reticulados. Desta maneira, foi possivel observar que a espessura dos filmes

reticulados aumentou em relagcdo as misturas de mesmo polimero néo reticulado.

Tabela 6 Espessura, Tensdo de ruptura (TR), Alongamento na ruptura (AR) e Mddulo de
Young (MY) dos filmes reticulados e ndo reticulados, adicionados ou ndo de agentes
antimicrobianos.

Espessura TR AR MY
(um) (Mpa) (%) (Mpa)
AQIN 4515 + 3,38 B 353,9 +£7,93 Ad 4,91 +1,66 A2 329,4 +2,87 A2
AQ2N €61,5 5,08 AP ©38,3+11,7A2 b 5,37 +3,38 A2 £223+1,34A2
AQON ©64,1 + 3,60 AP €32,2+8,86 A2 b5,13 + 2,49 AR €18,7 £2,13 A2
AQ1BS 456,9 + 3,54 B b 38,6 + 5,69 A2 4,89 +1,73 A2 b 22,0 +2,06 A2
AQ2BS ¢ 63,5 + 5,56 Bab €26,2 +2,82 Aa b 5,80 + 1,65 A2 4150+ 1,68 A2
AQOBS 278,1 8,94 A2 419,9+7,43A2 47,85+ 3,72 Aa 11,6 5,58 A2
AQ1 4565+ 7,63 B b 40,9 +7,35 A2 b 5,23 + 2,54 Aa b 21,6 +£2,60 A2
AQ2 b 69,8 + 8,6 A2 €275 + 4,46 A2 37,86 2,68 A2 413,8 +2,62 A2
AQO 70,2 +8,85AP €27,1+£6,37 A2 a7,72+£2,96 A2 414,6+3,62A2
Efeitos simples
Antimicrobiano
ZnOnano 59,03 £4,02° 41,46 +£9,49°2 514+251° 23,42 +2,112
BS 67,13+3,002 28,23 +5,31° 6,18 £2,36 16,2+3,10°
Auséncia 65,5+8,362 31,82 +6,06° 6,93+2,722 16,69 +29°
Reticulacéo
0,5% 54,96 +4,85 ¢ 44,46 +£6,99°2 5,00 +1,97° 24,33 + 2,512
0,375% 64,93 +6,41° 30,64 +6,32° 6,34 +2,57 ® 17,03+1,88"
0% 71,76 +7,132 26,42 +755° 6,90 + 3,052 14,95+ 3,77°¢

Os valores séo representados por médias + desvio padrdo. Diferentes letras mailsculas na mesma coluna indicam diferencas
significativas entre amostras adicionadas com diferentes concentracBes de agente reticulante, em relagdo ao mesmo agente
antimicrobiano adicionado. Diferentes letras mintsculas na mesma coluna indicam diferencas entre amostras com diferentes
antimicrobianos no mesmo nivel de concentracdo de agente reticulante. Diferentes letras minUsculas a esquerda na mesma
coluna indica a diferenga de médias para o teste Scott-Knott (p < 0,05). Diferentes letras mintsculas na mesma coluna mostram
diferencas significativa de média nos efeitos simples. Todas as analises estatisticas foram realizadas a 5% de significancia.

A avaliacdo da tensdo na ruptura (TR), também conhecida como tensao de tracéo, é

importante para o entendimento das propriedades mecanicas dos materiais. Essa tensdo é tida
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como o ponto maximo de resisténcia do material, quando submetido a uma determinada forca
de tracdo, antes de se romper (POSSOMAI et al., 2017).

Nos resultados obtidos nessa analise, pode-se observar que para a TR ndo houve
interacdo entre o processo de reticulacdo e a adi¢do ou auséncia dos antimicrobianos, porém
separadamente, as médias dos efeitos simples antimicrobiano e reticulagdo apresentaram

diferencas significativas.

A meédia dos filmes de maior reticulagdo (44,46 = 6,99) apresentou diferenca
significativa em relagdo aos filmes de menor reticulacdo (30,64 + 6,32) e néo reticulados
(26,42 £ 7,55), mostrando que estes possuem uma maior resisténcia a tracdo. Com base neste
resultado, pode-se inferir que o processo de reticulacdo do alginato foi consolidado para a
maior concentracdo de agente reticulante (0,5%). A adicdo de ions de calcio a solucéo,
provavelmente limitou a mobilidade das cadeias de alginato e aumentou sua resisténcia a
tracdo (SILVA, 2017).

Da mesma forma, em relacdo as médias dos tratamentos com agentes antimicrobianos,
os filmes adicionados de nanoparticulas (ZnOnano) apresentam a maior resisténcia a tracéo
(41,46% 9,49), em relacdo aos filmes adicionados de Benzoato de sddio (BS) e aos filmes que

ndo receberam nenhum antimicrobiano (28,23 £ 5,31 e 31,23 * 6,06, respectivamente).

E comum observar nas analises de propriedades mecénica relagéo inversa entre TR e
alongamento na ruptura (AR). Quando os valores aumentam para uma dessas variaveis, o
valor da outra diminui, como observado em Rhim, 2004; Seixas et al., 2013; Wang et al.,
2019; Zactiti, 2004. Os tratamentos gque apresentaram as maiores médias de tensdo da ruptura
nos efeitos simples foram aqueles adicionados de ZnOnano (AQ1LN, AQ2N e AQON) e de maior
reticulacdo (AQ1N, AQBS1 e AQ1), sdo também aqueles que possuem as menores médias de
alongamento nos efeitos simples. Isso ocorre devido a mudanca na estrutura do material,

tornando-o mais rigido e por consequéncia menos flexivel.

Embora ndo tenha sido verificada interagéo entre as varaveis independentes para o AR,
pode-se observar diferenca significativa entre as médias das diferentes reticulacdes e da adi¢do
de antimicrobianos, verificando tendencia de maior valor de AR para o filme que néo recebeu
nenhum tratamento. E provavel que a adicdo de ZnOnano tenha enfraquecido as ligagdes de
hidrogénio entre as moléculas de quitosana e alginato, e formado novas ligagdes de hidrogénio

49



entre 0s polimeros e as nanoparticulas, limitando o movimento das moléculas de

polissacarideos, reduzindo o alongamento dos filmes (WANG et al., 2019).

O mddulo de Young ou modulo de elasticidade, trata-se da resisténcia do material a

deformacéo elastica, em outras palavras, € a rigidez do material.

Apesar de ndo haver interacdo entre a reticulacdo e a adicdo do agente antimicrobiano
para 0 MY, observa-se que a média dos filmes de maior reticulacdo diferiu estatisticamente
dos demais tratamentos, apresentando valor mais elevado (24.33 + 2.51) do que os demais
tratamentos com e sem reticulacdo (17,03 + 1,88 e 14,95 £ 3,77, respectivamente). Quanto
maior o valor do médulo de Young, mais rigido é o material. Os filmes mais rigidos, e por
consequéncia, que apresentaram 0s maiores mddulos de Young estdo inseridos nos
tratamentos com maior concentracao de agente reticulante ou tem em sua composicgéo a adi¢ao
de ZnOnano.

Os resultados verificados nestes filmes, estdo de acordo com os encontrados em outros
trabalhos reticulados e com adicdo de nanoparticulas (REMUNAN-LOPEZ; BODMEIA,
1997; RHIM, 2004; SATRIAJl et al., 2020; TAMIMI et al., 2021; WANG et al., 2019; WAN;
KHOR; LIM, 2001)

5.4 Umidade e Solubilidade

Quantificar a umidade de determinado um material é de extrema importancia para a
classificacdo de seu uso. Anteriormente a analise de propriedades mecanicas o0s corpos de
prova foram acondicionados em ambiente contendo solucdo supersaturada de nitrato de

magnésio, com UR de = 50% a 30°C, por no minimo 48h.

Os resultados de umidade encontrados nas amostras avaliadas indicam diferencas
significativas nos tratamentos ocorrendo isoladamente, ou seja, ndo houve interacdo entre o
as concentragdes de agente reticulante e adicdo dos antimicrobianos, porém pode ser
observado que a média dos filmes de menor reticulagdo (AQ2N, AQ2 e AQ2BS) possuiam
teor de umidade maior quando comparado a média dos filmes de maior reticulacdo (AQ1N,
AQ1l e AQBS1), como mostra a tabela 7.
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Tabela 7 Resultados de umidade e solubilidade dos filmes reticulados e ndo reticulados,

adicionados ou ndo de agentes antimicrobianos.

Umidade Solubilidade
AQIN 218,0 + 0,866 A2 269,9+9,1A2
AQ2N 220,0 +1,30 A2 a76,6 +10,9 A2
AQON 218,5 + 0,341 Aa ag80,0+11,4Aa
AQIBS 217,7 £0,316 A? 254,9 + 3,55 Ar
AQ2BS 418,940,765 A2 460,6 + 13,6 A2
AQOBS b 16,7 +1,04 A2 a75,6 +12,9 A2
AQ1 b15,7 +0,576 A2 a70,1 + 4,53 A2
AQ2 b17,4+1,66A2 461,8 +7,99 A2
AQO b16,1 +1,55 A2 a71,8+ 14,4 A2

Antimicrobiano

Efeitos simples

ZNOnano 18,8+0,8352 75,8+£10,462
BS 17,7 £0,707°2 63,68 + 10,01 @
Auséncia 16,4 +1,262° 67,90 £ 8,972
Reticulacdo

0,5% 17,11 +0,586° 64,9 +572%
0,375% 18,7+1,2412 66,3 +10,82
0% 17,09 £0,977° 76,1+129¢%

Os valores sdo representados por médias + desvio padrdo. Diferentes letras maitsculas na mesma coluna indicam diferengas
significativas entre amostras adicionadas com diferentes concentrages de agente reticulante, em relagdo ao mesmo agente
antimicrobiano adicionado. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna indicam diferencas entre amostras com diferentes
antimicrobianos no mesmo nivel de concentracdo de agente reticulante. Diferentes letras mindsculas a esquerda na mesma
coluna indicam diferengca de médias para o teste Scott-Knott. Diferentes letras mindsculas ha mesma coluna mostram
diferengas significativa de média nos efeitos simples. Todas as andlises estatisticas foram realizadas a 5% de significancia.

Os filmes incorporados pelos diferentes agentes antimicrobianos também
apresentaram medias de umidade significativas quando comparados aos filmes que néo
receberam esse tipo de tratamento. Os valores mais elevados de umidade dos filmes,
provavelmente esta relacionado as condigdes de armazenamento dos mesmos. Nota-se que a
adicdo de agentes antimicrobianos provavelmente aumentou a higroscopicidade dos filmes, e
que a concentracdo de agente reticulante, ndo teve influéncia sobre esta variavel. Foi
observado em Da Silva; Bierhalz; Kieckbusch (2012) que, filmes de alginato parcialmente
reticulados com fons de Ca?*, que foram secos em condicdo de temperaturas mais elevadas
(30 — 60 °C) e ar forgado, tendem a absorver maior umidade quando submetidos a condigéo
de equilibrio, em relacdo a filmes que foram secos em condi¢Ges ambientais. Porém, esses
mesmos filmes, independentemente do modo de secagem, atingem o equilibrio de umidade
quando armazenados nas mesmas condi¢fes, mostrando que os filmes de alginato séo
altamente susceptiveis a mudancas de umidade relativa (DA SILVA; BIERHALZ;
KIECKBUSCH, 2012).
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A proporcéo de alginato utilizada para o desenvolvimento dos filmes neste trabalho,
foi muito maior em relacdo a quantidade de quitosana, portanto é ponderavel que os filmes
tenham caracteristicas mais semelhantes aquelas encontradas em filmes de alginato puro.

Uma tendéncia de acimulo de umidade semelhante ao deste trabalho foi observada em
Silva (2017), onde filmes de alginato reticulados em primeiro estagio tiveram seu teor de
umidade aumentado quando adicionados de nanoparticulas de 6xido de zinco, em relagdo ao
filme controle (sem nanoparticula), variando entre 25,08% para o controle e 28,96 — 31,78%,
para os filmes com ZnOnano, dependendo da quantidade adicionada.

Os dados de solubilidade ndo indicaram diferencas significativas relativas a interacéo
entre os tratamentos, assim como para o efeito das varidveis independentes avaliadas
separadamente. Na literatura, € comum o relato de filmes de alginato puro que sofreram
processo de reticulacdo primaria, mostrarem-se completamente sollveis em A&gua
(SANTANA; KIECKBUSCH, 2013; SILVA, 2017; ZACTITI, 2004). A menor solubilidade
desses filmes é observada somente quando € realizada a reticulacdo secundaria dos filmes,

geralmente a partir da imersédo dos filmes em solugdo com agente reticulante.

Todos os filmes desenvolvidos neste trabalho, demonstraram alta solubilidade em
agua apos o periodo de 24 horas, porém estes ndo foram totalmente solubilizados, pois foi
possivel observar alguns particulados remanescentes. Por esse motivo, os cadinhos com 0s
filmes foram colocados para secar e pesados ao final da anélise, é entdo realizada a avaliacao

da solubilidade.

Esses resultados diferem em parte dos encontrados em (WANG, et al., 2019), que
também produziram filmes a base de quitosana, alginato e ZnOnano . Os autores encontraram
valores de solubilidade semelhantes ao deste estudo para filmes compostos somente com 0s
polimeros, porém ao serem adicionadas as nanoparticulas, a solubilidade dos filmes diminuiu
substancialmente passando de 65.86% para 39.84%. Os autores atribuiram a alta solubilidade
dos filmes puros a hidrofilicidade caracteristica do alginato e, a diminuicdo da mesma a
restricdo do movimento das cadeias do alginato, devido as interacdes entre as cadeias desse

polimero e as nanoparticulas.

Satriaji et al. (2020) produziram bionanocompdsitos a partir de alginato reticulado com
sulfato de calcio (CaSos) em primeiro estagio, adicionado de ZnOnano. Filmes de alginato puro
reticulado apresentaram valores de umidade e solubilidade semelhantes as dos filmes deste
trabalho, variando entre 18,30 — 16.96% para umidade e 78,14 — 53,83% para solubilidade, de
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acordo com o aumento da concentracdo de agente reticulante na solucdo. Os autores
atribuiram este resultado ao processo de reticulacdo onde o grupo carboxilico presente nas
cadeias do alginato se ligam aos fons Ca?" presentes no agente reticulante, formando uma
estrutura de “caixa de ovo”, tornando essas cadeias menos disponiveis para ligacdo com

moléculas de agua, diminuindo sua hidrofilicidade.

5.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As amostras dos filmes obtidos a partir das solucGes filmogénicas desenvolvidas,
foram submetidos a analise de FTIR, com o objetivo de identificar os grupos quimicos
funcionais relativos ao alginato de sddio, a quitosana, as ZnOnano € benzoato de sddio, além
de verificar as possiveis alteraces nas bandas de absor¢do das amostras apos o processo de
reticulacdo, e seus espectros sdo apresentados nas figuras 15. Infelizmente, os dados da
amostra AQOBS, foram perdidos e ndo sera possivel realizar a comparacao desta amostra com
os demais dados. Os resultados obtidos a partir das observagdes das curvas de absorbancia de
cada filme foram relacionados aos resultados obtidos na literatura consultada (Quadro 1).

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar em todas as amostras uma regido
de absorgéo extensa entre os comprimentos de onda 3679 e 2975 cm™. Na literatura esta banda
mais larga correspondente ao comprimento de onda entre 3700 e 3000, pode ser entendida
como uma regido de estiramento O-H, correspondente ao polimero alginato (LAWRIE et al.,
2007). Outras bandas com picos acentuados referentes ao polimero alginato, foram mostradas
em todas as amostras como: os comprimentos de onda 1596 e 1408 cm™ caracteristicos do
alongamento anti-simétrico e simétrico do anion carboxilato (COO-), respectivamente. O
comprimento de onda de 1298 cm™ demonstra uma vibragéo esquelética e, a banda 1086 cm?
um alongamento C-O. Ja a banda de comprimento 1027 cm™ de comprimento referem-se ao
alongamento C-O-C (KULIG et al., 2016; LAWRIE et al., 2007; SHARMA, et al., 2012).
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Figura 15 Espectro FTIR dos filmes compdsitos AQLIN, AQ1, AQ2N, AQ2, AQON, AQO,
AQ1BS, AQ2BS.

Segundo Sharma et al.(2012), comprimentos de onda de 1566 a 1647 estdo
relacionadas a bandas sobrepostas de amida de quitosana e anions carboxila de alginato,
demonstrando a interacdo entre esses polimeros. Vibragdes de alongamento CH» simétricas

ou assimétricas do anel de piranose presente na quitosana, ocorrem em bandas com
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comprimento de 2933 cm™ valor esse muito proximo aquele identificado nas analises desse
trabalho, que foi de 2932 cm™.

Nos filmes onde foi realizado o processo de reticulacdo do alginato juntamente com a
adicdo dos antimicrobianos (AQ1N, AQ2N, AQ1BS e AQ2BS), a intensidade dos picos
diminuiu em relagdo ao filme controle (AQO). Resultado semelhante foi observado em Silva
(2017), mostrando que ao aumentar o grau de reticulagdo em filmes de alginato, a intensidade
dos picos foi atenuada, devido a limitacdo da mobilidade molecular. Além disso, pode ser
observado que nos filmes em que foi utilizada maior concentracdo de agente reticulante,

bandas menores foram deslocadas, como por exemplo a de comprimento 2952 cm™,

A vibragio referente as nanoparticulas de ZnO, 447 e 455 cm™ (Silva, 2017), ndo foi
observada, muito provavelmente pela pequena quantidade utilizada desse material (0,5
mg/mL). Ja as bandas caracteristicas do benzoato de sodio (1597 cm™; 1551 cm™, 1414 cm™
e 1068 cm™), podem ter sido sobrepostas pelas bandas caracteristicas do alginato e por esse

motivo também nao foram observadas de fato (PIRES et al., 2009).
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Quadro 1 Bandas relativas aos polimeros alginato, quitosana e a blenda de ambos.

Biopolimero

Bandas (cm-1)

Atribuicao

Referéncia

Alginato de sédio

3418,71 e 3431,86

3263, 3293, 3366 ou 3700 -
3000 (Larga)

3000 — 2850; 2926, 2896 -
2907

1602,1607, 1625, 1596; 1424,
1415, 1412 e 1410, 1413,48-
1416,52

1319, 1298
1297

1124

1099 e 1029

1086
1081- 1027, 1031

Sobreposicéo de vibracdes de
estiramento O—H ou N-H

Estiramento O-H

Alongamento C-H

Estiramento anti-simétrico e
simétrico do anion carboxilato
(CO0-)

Alongamento C-O

Vibracéo esquelética
Alongamento C-C
Estiramento anti-simétrico das
ligagdes glicosidicas
Alongamento C-O
Alongamento C-O-C

Gomaa et al. (2018)

Lawrie et al. (2007)
Sharma et al. (2012)
Kulig et al. (2016)

Lawrie et al. (2007)

Lawrie et al. (2007)
Kulig et al. (2016)
Sharma et al. (2012)
Gomaa et al. (2018)
Kulig et al. (2016)
Lawrie et al. (2007)
Kulig et al. (2016)
Chabala, Cuartas/
Lopez (2017)

Kulig et al. (2016)
Lawrie et al. (2007)
Kulig et al. (2016)

Quitosana

948 Estiramento C-O Kulig et al. (2016)
818, 821 Ligagdo Na-O Chabala, Cuartas/
Lopez (2017)
3400- 3200 Amina priméria Chabala, Cuartas/
Lopez (2017)
3232; 3290 Alongamento das ligagdes O- Lawrie et al. (2007)
HeN-H Kulig et al. (2016)
2864 Estiramento C-H Lawrie et al. (2007)

1639, 1644, 1649, 1650, 1645
e 1652

1564

1556, 1558-1598; 1584
1562,17, 1567,75

1324

2973, 2933, 2881, 1414, 1413,
1310, 1230

1375

1121; 1150, 1151 (banda fraca)

1099 e 1029

1071, 1031, 1035 e 1026

Amida |

Grupo amino (NH3*)

Dobra de amina e N-H
(amida 1)

Amida Ill

Vibragdes de alongamento
CHzsimétricas ou assimétricas
do anel de piranose
Deformacéo simétrica CHs

Estiramento anti-simétrico da
ponte C-O-C e estiramento C-
N

Estiramento anti-simétrico das
ligaces glicosidicas

Vibracdo esquelética do
alongamento C-O

Lawrie et al. (2007)
Wang, Khor, Lim

(2001)

Sharma et al. (2012)
Chabala, Cuartas/

Lopez (2017)

Lawrie et al. (2007)
Kulig et al. (2016)
Wang, Khor, Lim
(2001)

Sharma et al. (2012)
Gomaa et al. (2018)
Sharma et al. (2012)
Lawrie et al. (2007)
Kulig et al. (2016)

Lawrie et al. (2007)

Lawrie et al. (2007)
Kulig et al. (2016)

Chabala, Cuartas e
Lopez (2017)
Lawrie et al. (2007)
Chabala, Cuartas e
Lopez (2017)

Blenda Alginato e
Quitosana

3250 (estreita e intensa)

LigagBes de hidrogénio entre
0s grupos —OH e —-NH: da
quitosana e os grupos —-C=0 e
—OH do alginato de sédio

Kulig et al. (2016)
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1730

1566 a 1647

1620

1580

1576 (pequeno ombro) e
auséncia do pico 1560.

1530

1398

Estiramento assimétrico dos
grupos —COO

Bandas sobrepostas de amida
de quitosana e anions
carboxila de alginato
Associados aos grupos
carboxilicos do alginato
associado com a quitosana
Se apresenta quando a razdo
entre polimeros é maior igual
a0,6 (R>0.6)

Interacéo entre o grupo
carbonil do alginato carregado
negativamente e 0 grupo
amino da quitosana carregado
positivamente

Grupos amino da quitosana
associados ao alginato
Confirma interagéo
eletrostatica gando a razdo de
polimeros esta mais proxima
do equilibrio estequiométrico
(R>1.0)

Kulig et al. (2016)
Sharma et al. (2012)
Wang, Khor, Lim
(2001)

Kulig et al. (2016)

Chabala, Cuartas e
Lopez (2017)

Wang, Khor, Lim
(2001)
Kulig et al. (2016)

5.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica dos filmes nanocompdsitos desenvolvidos foi realizada com

0 objetivo de avaliar suas estabilidades térmicas. Os termogramas sdo apresentados nas figuras

16e17.

As curvas de decomposicdo dos filmes, de maneira geral, mostram que as amostras

sofreram processo de degradacdo em trés etapas (tabela 8). Esse comportamento é comum em

misturas polieletrélicas como as do alginato e da quitosana (KULIG et al., 2016).

Tabela 8 Intervalos de degradacdo térmica dos filmes, benzoato de s6dio € ZnOnano

Amostras  1° interval (°C) 2° interval (°C) 3°interval (°C) Massa final (%)
AQ1IN 65-260 260-640 650-730 12
AQ1l 62-250 250-635 635-700 12
AQ2N 60-250 250-690 690- 780 12
AQ2 70-230 230-620 620-740 12
AQON 70-230 230-660 660-760 12
AQO 65-245 245-680 680-770 10
AQ1BS 75-240 240-640 640-705 10
AQ2BS 80-240 240-640 640-705 10
AQOBS 75-250 250-640 640-705 10
Benzoato 525-625 N* N 52
ZNOhano 70 N N 95

* Nenhum intervalo
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Ao longo da primeira etapa, com intervalo de temperatura entre 62 - 260°C. Dois picos
de degradacéo expressivos ocorreram, o primeiro deles em torno de 100 °C e o segundo préximo
a temperatura de 150°C. Estes pontos normalmente correspondem a perda de agua livre e outros
componentes volateis presentes nos filmes (KULIG et al., 2016). A decomposicao do glicerol,
também ocorre dentro deste intervalo, em temperaturas em torno de 213°C (SALES;
SCHLEMMER; RESCK, 2010). Os picos mais extremos nessas temperaturas foram observados
nos filmes contendo nanoparticulas (AQ1N, AQ2N e AQON). Tal fato pode ser explicado pois
antes de serem submetidos a analise termogravimétrica, as amostras foram mantidas em ambiente
controlado com solucdo supersaturada de nitrato de magnésio que, a temperatura de 30°C,
mantém o ambiente de armazenamento a umidade relativa (UR) de = 50%. De acordo com 0s
dados da anélise de umidade a média de porcentagem de umidade dos filmes, girou em torno de

15 - 20%, sendo os maiores valores de umidade encontrados nos filmes contendo nanoparticulas.
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Figura 16 Anélise termogravimétrica (TGA) e curvas termogravimétricas derivadas (DTG) dos
nanocompositos: (a) AQ1LN, (b) AQ1, (c) AQ2N, (d) AQ2, (e) AQON, (f) AQO (controle).
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Figura 17 Andlise termogravimétrica (TGA) e curvas termogravimétricas derivadas (DTG) dos
compdsitos: (a) AQ1BS, (b) AQ2BS, (c) AQOBS.

A segunda etapa de degradacdo das amostras ocorreu na faixa de temperatura entre 230 -
690 °C. Nesse ponto ocorre uma perda proeminente de massa, cerca de 45%, devido a degradacao
dos polimeros, alginato e quitosana. Picos extremos também foram apresentados nesta etapa,
principalmente em temperaturas médias de 240 °C, 270 °C e 300 °C. Sendo a temperatura de 240°C
referente a decomposicéo do alginato (DIAS.; LEAO; COSTA, 2020). Normalmente, na literatura
encontram-se relatos do alginato puro sendo degradado a temperaturas de aproximadamente 200°C,
porém por se tratar de mistura de polimeros, a interacdo entre eles pode ter afetado sua temperatura
de degradacdo, atrasando esse processo. As demais temperaturas de degradacdo (270-300°C)
explicadas pelo processo de desacetilagdo e despolimerizacdo parcial da cadeia de quitosana

(KULIG et al. 2016).
60



A terceira etapa do processo, ocorre entre as temperaturas de 620 a 780 graus, pode estar
correlacionada a queima do residuo carbonizado do alginato e quitosana (DALPONTE et al., 2016;
SANTOS et al., 2003).

5.7 Angulo de contato

A andlise de &ngulo de contato possibilita o entendimento sobre a dindmica de molhabilidade
do material estudado. Valores de 6 abaixo de 90°, indicam que o material analisado possui

caracteristicas de material hidrofilico, enquanto valores de 0 acima de 90°, caracterizam o material

como hidrofébico (ALBOOFETILEH et al., 2014).

Os resultados apresentados na Tabela 9 indicam que houve interacdo entre os tratamentos
para a variavel angulo de contato (0). Todos os filmes avaliados apresentaram caracteristica de
material hidrofilico, com angulo de contato menor que 90° (Figura 18). Observando os resultados €
possivel verificar detalhes importantes sobre os materiais estudados. O primeiro ponto a ser
detalhado é que os filmes sem adicdo dos antimicrobianos (AQ1 e AQ2) apresentaram 0s maiores
valores de angulo de contato dos filmes testados. Dos filmes néo reticulados, aquele que apresentou

maior angulo de contato foi o filme AQO (72,8 + 3,42), filme sem adicao de agentes antimicrobianos.
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Tabela 9 Medidas de angulo de contato dos filmes desenvolvidos.

Angulo de contato

AQIN ©$3,2 + 5,10 AP
AQ2N 458,4 + 4,66 Bc
AQON 456,2 + 5,06 B
AQ1BS a73,9 + 3,40 Aa
AQ2BS b70,0 + 6,38 Ab
AQOBS 458,9 +4,128b
AQ1 276,5 + 4,26 Aa
AQ2 4752 + 4,10 Aa
AQOD b72.8 + 3,42 An

Efeitos simples
Antimicrobiano

ZnOnano 59,29 +494°¢
BS 67,60 +4,63°
Auséncia 74,85+3,922
Reticulacéo

0,5% 71,20+ 4,252
0,375% 67,87 £5,04°
0% 62,67 +42°¢

Os valores sdo representados por médias + desvio padrdo. Diferentes letras maitsculas na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre amostras adicionadas com diferentes concentragdes de agente reticulante, em rela-
¢d0 a0 mesmo agente antimicrobiano adicionado. Diferentes letras minusculas na mesma coluna indicam dife-
rengas entre amostras com diferentes antimicrobianos no mesmo nivel de concentracdo de agente reticulante.
Diferentes letras minudsculas a esquerda na mesma coluna indicam diferenga de médias para o teste Scott-Knott.
Diferentes letras mintsculas na mesma coluna mostram diferencas significativa de média nos efeitos simples.
Todas as analises estatisticas foram realizadas a 5% de significancia.

Outro ponto a ser destacado seria o fato de que a adicdo de ambos agentes antimicrobianos
a matriz dos filmes provoca diminuicdo do valor de angulo de contato dos mesmos, deixando-o0s
mais hidrofilicos (AQ1N, AQ2N, AQON, AQ1BS, AQ2BS e AQOBS). Resultado semelhante foi
verificado em Alboofetileh et al. (2014) que adicionaram nanoargila de montmorilonita em filmes

de alginato reticulado e observaram a diminuicao do angulo de contato dos filmes néo reticulados.
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Figura 18 Formacao do angulo de contato a partir de uma gota depositada na superficie dos filmes.

Resultados distintos foram observados em Kanmani e Rhim (2014) que ao adicionarem
ZnOnano em filmes de &gar, carboximetilcelulose e carragena, os angulos de contato formados sobre
os filmes aumentaram expressivamente passando de 66,5; 31,6 e 61,59 para 68,8; 55,2 e 84,5
respectivamente. Uma tendéncia de aumento de angulo de contato também foi observada em Souza
et al. (2021), quando filmes de quitosana foram adicionados de nanoparticulas de ZnOnano, porém
as médias dos angulos ndo apresentaram diferenca estatistica. Roy e Rhim (2020) puderam perceber
uma menor hidrofilicidade em filmes desenvolvidos a partir de carboximetilcelulose, gquando

adicionados de ZnOnano, que aumentou seu angulo de contato de 43,2 para 54,7.
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5.8 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A mistura de polimeros com cargas opostas, forma um complexo de polieletrélito, como é
0 caso do alginato polimero anidnico e quitosana polimero cationico. A formacgéo desses complexos
depende de uma série de fatores, que incluem a densidade de carga dos polimeros, proporcao de
mistura, quantidade de cada polimero, entre outros (AHMADI et al., 2015).

De acordo com Yan, Khor e Lim (2001) a aparente estrutura dos filmes pode ser afetada
pelo peso molecular da quitosana em relagcdo ao peso molecular do alginato. Quitosana de alto peso
molecular possui cadeias mais longas que podem dificultar a interacdo com as cadeias de alginato
mais curtas, porque para que ocorra a interacdo entre esses biopolimeros, 0s grupos amino presentes
nas cadeias de quitosana devem estar proximos aos grupos carboxila existentes nas cadeias de
alginato.

O peso molecular de um polimero esté intrinsecamente ligado a sua viscosidade (Silva et al.,
2009). A quitosana utilizada neste trabalho tem como caracteristica uma alta viscosidade (200.000
cps), de acordo com informacdes fornecidas pelo fabricante, ja o alginato utilizado é considerado
de média viscosidade (2.000 cps). Tal fato, pode ser um dos fatores principais que afetam a
aparéncia dos filmes, quando analisadas suas micrografias.

A morfologia dos filmes foi analisada a partir de suas imagens da superficie e da secdo
transversal. Todos os filmes apresentaram superficie rugosa, com ondulacdes e presenca de estrias
(figuras 19 e 20). A aparéncia encontrada nos filmes é comumente relatada em trabalhos que
utilizam a mistura destes polimeros para a producdo de filmes compositos (KULIG et al., 2016;
WANG et al., 2019; YAN; KHOR; LIM, 2001). Esta morfologia dos filmes pode ser explicada pela
origem da quitosana utilizada na blenda, e também pela proporcao utilizada entre os polimeros. Yan,
Khor, Lim (2001) relataram aparéncia semelhante em seus filmes produzidos com quitosana de
médio e alto peso molecular, enquanto que para filmes com quitosana de baixo peso molecular, a
aparéncia de sua superficie era mais lisa e com estrias mais finas e bem distribuidas. No corte
transversal dos filmes foi possivel visualizar a formacdo homogénea dos filmes, demonstrando uma

boa interacdo entre os polimeros utilizados.

Por outro lado, Sharma e colaboradores (2012) observaram que ao aumentar a proporcao de alginato
em relacdo a quitosana, da mesma maneira eram obtidos filmes estriados e de superficie irregular,
em relagdo aos filmes em que a proporcao entre os polimeros eram iguais e se observava a formagéao

de filmes mais lisos.
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Wang et al. (2019) produziram filmes a base de alginato, quitosana € ZnOnano, € identificaram
que filmes compostos somente pela mistura de alginato e quitosana, apresentavam superficie rugosa
com pequenas rugas, porem quando esses filmes eram adicionados de nanoparticulas de ZnO, sua
superficie se tornava ainda mais rugosa, o que foi atribuido a boa dispersao das nanoparticulas no

filme.
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Figura 19 Micrografias de superficie dos filmes AQ1N, AQ1, AQ2N e AQ2 (a esquerda) e do corte

transversal (a direita).
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Figura 20 Micrografias de superficie dos filmes AQON, AQO, AQ1BS, AQ2BS e AQOBS (a
esquerda) e do corte transversal (a direita).
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Micrografias com caracteristicas similares foram observadas em Kulig et al. (2016) que
desenvolveram filmes e alginato e quitosana em diferentes proporcfes e avaliaram suas
caracteristicas com o objetivo de formar um material com novas propriedades por complexacao de
polieletrolitos. Os autores observaram que a morfologia dos filmes formados a partir das misturas
de polimeros era menos homogénea do que a morfologia dos filmes formados pelos polimeros
puros. Os filmes apresentavam estruturas fibrosas e irregulares com aspecto &spero na parte
superficial e de secdo transversal. Foi observado também a presenca de poros e de aglomerados de
particulas agregadas de alginato de sodio e quitosana com formato esférico. O aumento da proporcao
de polimeros aumentou a formacéo desses agregados, confirmados pelo aumento da irregularidade

da estrutura.

Os filmes analisados neste trabalho ndo mostraram diferencas morfoldgicas quando
adicionados os agentes antimicrobianos (ZnOnano € benzoato de sodio), todos os filmes apresentaram
aparéncia semelhante, ndo sendo possivel a observacdo de detalhes que evidenciariam diferencas
ocasionadas pela adicdo destes. Os cortes transversais mostraram uma formacéo de estruturas lisas
e compactas, sem separacdo de fases. Ndo foram observadas formacbes de aglomerados de
nanoparticulas de 6xido de zinco na superficie dos filmes, como em Sharma et al. (2012), que
observaram a distribuicdo uniforme de pequenas particulas de prata, incorporadas em filmes
compésitos de alginato de sddio e quitosana. A ndo observacdo destas nanoparticulas pode ser
atribuida a uma boa dispersédo do 6xido de zinco nos filmes, que evitou a formacédo de agregados de
tamanho grande o suficiente para serem mostrados na micrografia. A natureza altamente soltvel do

benzoato de sddio possibilitou sua total solubilizagdo na matriz polimérica.

Algumas pontuacdes reflexivas podem ser observadas na superficie de alguns filmes, tal fato
pode ser atribuido a manipulacdo e acondicionamento das amostras, onde particulas de poeira

podem ter sido depositadas sobre os filmes.

5.9 Analise da atividade antifungica dos filmes in vitro

N&o houve formacao de halo de inibicéo ao redor dos filmes para os dois fungos avaliados.
Porém, é possivel observar claramente que os tratamentos que continham nanoparticulas de ZnO

em sua composicdo (AQLN, AQ2N e AQON), se mantiveram intactos e translicidos ndo se
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observando qualquer tipo de crescimento sobre ou sob os mesmos. Desta maneira pode-se inferir

que o efeito dos filmes nanocompdsitos, deu-se por contato e ndo por difusdo no meio.

Figura 21 Teste de potencial antifungico dos filmes, in vitro com fungo Colletotrichum sp. Coluna
(A) filmes com ZnOnano; (B) filmes com benzoato de sddio; (C) filmes sem agente antimicrobiano,
(D) controle de crescimento, sem filme.

O fator reticulacdo dos filmes ndo influenciou na atividade antimicrobiana frente aos filmes
ndo reticulados. Ao entrar em contato com o agar os filmes absorveram umidade do meio e se

transformaram em um gel viscoso e firme que se manteve intacto sobre o agar.

Os filmes reticulados sem ZnOnano (AQ1 e AQ?2), os filmes adicionados de benzoato de sédio
(AQ1BS, AQ2BS e AQOBS) e o filme controle (AQO) ndo apresentaram agdo antifungica sobre o0s
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dois fungos testados, foi observado crescimento em toda a extensdo da placa, inclusive sobre os

filmes.

Figura 22 Testes de potencial antifingico dos filmes, in vitro com fungo Fusarium sp. Coluna (A)
filmes com ZnOnano; (B) filmes com benzoato de sddio; (C) filmes sem agente antimicrobiano, (D)
controle de crescimento, sem filme.

O fato de ndo ter ocorrido uma difusdo das nanoparticulas para o0 meio de cultura, pode estar
ligado a alguns fatores como, afinidade das particulas com a matriz polimérica, aglomeracgdo de
nanoparticulas ou ainda pelo aprisionamento das nanoparticulas na matriz polimérica compactada
(SILVA, 2017).

Resultados semelhantes foram encontrados em Silva (2017), que produziu filmes de
alginato reticulados e incorporados com diferentes concentragdes de ZnOnano. O autor testou seu
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efeito antimicrobiano in vitro contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Como neste
trabalho, o autor testou os filmes pelo método de difusdo em &gar, porém foi observado que os

mesmos possuiam agdo antimicrobiana também por contato.

Filmes de alginato adicionados de nanoparticulas de 6xido de zinco e 6leo essencial de
citronela foram avaliados por Motelica et al. (2021) quanto a sua atividade antibacteriana contra as
bactérias Escherichia coli, Salmonella Typhi, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus. Os
resultados mostram uma acao sinérgica entre as nanoparticulas e o 6leo essencial. Zonas de inibigéo
foram observadas ao redor dos filmes, com maior concentracdo de ZnOnano (0,03 g/mL de agua) e

adicédo de oOleo de citronela (1 mL).

Yadav, Mehrotra e Dutta (2021) produziram filmes de quitosana, ZnOnano € &cido galico com
0 objetivo de produzir materiais para embalagem de alimentos. Os autores avaliaram o potencial
antimicrobiano destes filmes sobre as bactérias Bacillus subtilis e Escherichia coli. Observou-se
zonas de inibicdo ao redor dos filmes e verificou-se que a atividade antimicrobiana foi maior nos
filmes adicionados de nanoparticulas do que naqueles contendo somente quitosana. Atribuiu-se ao
resultado, o fato de as nanoparticulas liberarem espécies reativas de oxigénio e fons Zn?* que

interagem com a parede celular das bactérias, levando-as a morte.

Em Wang et al. (2019), os autores desenvolveram  filmes de
quitosana/alginato/carboximetilquitosana e ZnOnano € investigaram a atividade antimicrobiana
desses filmes sobre bactérias Staphylococcus Aureus e E. coli. Neste trabalho foi observado que os
filmes contendo ZnOnano apresentaram o maior potencial bactericida, que foi potencializado ao

aumentar a concentracdo das nanoparticulas.

O efeito antimicrobiano de nanoparticulas de 6xido de zinco depende de diversos fatores
combinados, como tamanho, morfologia, concentracdo e da natureza do microrganismo. Os
possiveis mecanismos de acdo das nanoparticulas de ZnOnano Sobre fungos seriam: formacao de
espécies reativas de oxigénio, causando disfuncdo da membrana dos fungos; desnaturacdo e
oxidacdo de proteinas, causando danos a parede celular dos fungos, impedindo seu crescimento; e
formacdo de proteina corona, possibilitando a entrada das particulas na célula dependendo da
estrutura da nanoparticula e do tipo de célula (PARIONA et al., 2020).

Colletotrichum sp. e Fusarium sp. s@o géneros de fungos de grande importancia na pos-
colheita de frutos de mamao e de tantos outros frutos. Estes fungos séo agentes causais de diversas
doencas relacionadas a pos-colheita do mamé&o, como antracnose e podriddao peduncular
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(RODRIGUES et al., 2021). O desenvolvimento de embalagem ativa que possibilite a inibicdo do
crescimento fungico por contato torna-se proposta interessante para viabilizar a aplicagdo da

formulacédo desses filmes como revestimento diretamente nos frutos.

5.10 Resultados das andlises dos frutos

5.10.1 Cor instrumental dos frutos

A coloracdo inicial dos frutos tendendo ao verde, pode ser observada pelo valor negativo de
a* (Tabela 10). Tal fato, concorda com a coloracdo caracteristica de frutos verdosos com o estadio
de maturagdo 2 (25% da &rea superficial da casca com cor amarela, rodeada de verde claro) dos

frutos utilizados na etapa inicial do experimento.

Tabela 10 Parametros de cor dos frutos no primeiro dia de experimento (dia 0).

L* a* b* AE

Médias

- 60,01857 -8,63 46,57067 11,13656
(n=50)

Ao sétimo dia, os frutos foram analisados quanto a sua cor, da seguinte maneira: frutos
inoculados com Colletotrichum sp., divididos pelas duas formas de inoculagéo, e frutos inoculados
com Fusarium sp., também divididos pelas duas formas de inoculacdo, tabela 11 e 12

respectivamente.
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Tabela 11 Parametros de cor dos frutos inoculados artificialmente com Colletotrichum sp. apds armazenamento de 7 dias.

L* a* b* AE
Tratamentos RI IR RI IR RI IR RI IR
AQIN 354,8 +£2,84 A2 b56,5 + 4,5 B« 3-13,18 £2.03 A2 b-11,61 + 4,69 ABw @ 2359+3,87A%  b36,7+123ABue 37,26 +1,64AP 316,6 + 3,61 Aw?d
AQ2N 357,54+ 3,20 A2 459,6 +0,198AB:2 3.9,92 +7,04 A2 3-8,65 + 3,32 ABa 340,4 £5,15A2 3439 £2,11 ABR 312,2 £5,18 A2 6,95+2,1 Ba
AQON 359,3 +5,05 A2 359,8 +1,71 ABa a-10, 25+ 3,75 A2 3.7,64 + 3,97 ABa 3439 +8,16 A2 340,5 + 1,94 AB 213,2+5,78 A2 9,65+1,12 ABa
AQI1BS 356,55 + 2,43 A2 b 58,03 +£ 1,92 AB2 a.11,85 + 2,72 Aa b.10,31 + 2,15 ABa 339,3+4,14 A2 a41,1 + 1,66 ABa 294+ 266A2 9,05 + 0,874 AB::d
AQ2BS 257,72+ 2,74AP 265,33+ 1,654 2-10,77 £ 2,73 AP 2-3,87 +3,55A2 241,6+4,08A2  250,1+0,743 A2 29,81 + 3,48 A2 10,7 +2,19 AB3
AQOBS 356,46 + 4,14 A2 261,18 + 4,32 A8 211,76 + 3,55 A2 2.6,42 + 5,09 AB:a 337,4 £ 6,24 A2 346, 5 + 6,95 ABa 39,21 + 4,22 A b11,4 +3,03 ABwd
AQ1l 356,2 7,302 359,7 + 3,35AB 3.11,65 + 6,08 A2 3.8,98 + 3,97 ABa 236,2 £11,04 343,6 + 5,82 4B 312,6 6,442 b 10,03 + 2,23 ABa
AQ2 260,0 + 3,48 A2 54,9 + 2,48 Bbi« 3.9,92 + 3,08 A2 b-13,69 + 0,934 B B 244,0+556 A2 0333 +4,63Bbk 312,5+5,84 A2 215,0 £ 4,1 AB2
AQO 260,13 + 3,99 A2 b 55,56 + 2,22 B 3.7,80 + 4,87 A2 b.13,00 + 1,98 ABw: @ 346,1 +5,50 A2 b 33,4 + 3,51 Bibsfie 314,9 +7,25 A2 314,5 + 3,44 ABa
Controle 53,2+2,83 61,4 £4,78 -12,08 + 5,03 -5,33+2,88 34,3+4,90 47,0 4,23 8,93 + 4,69 11,5+2,01
Fungicida 61,68 + 8,62 65,46 + 1,53 -5,79 £5,75 -2,33+3,26 452 +145 50,5+2,11 20,3+7,50 10,5+ 3,42
Efeitos simples
Tratamentos
AQIN 55,7 + 3,60° -12,39 + 3,36° 36,33 + 8,46° 11,92 + 5,622
AQ2N 58,5 + 2,83%® -9,29 £5,182 42,154,112 9,59 + 4,622
AQON 59,6 + 3,50% -8,95 + 3,86° 42,18 £5,732 11,44 + 4,312
AQI1BS 57,3+ 2,18%® -11,08 + 2,432 40,16 £ 3,132 9,23 + 1,842
AQ2BS 61,52 + 4,582 -7,32 £ 3,148 45,84 £ 5,562 10,26 £ 2,732
AQOBS 58,82 + 4,663 -9,09 + 4,328 41,92 +£7,832 10,28 + 3,592
AQ1l 57,94 + 5,602 -10,32 + 5,025 39,9 £ 9,042 11,44 + 4,632
AQ2 57,42 + 3,90® -11,81 + 2,0072 38,62 £ 7,442 13,73 £ 4,862
AQO 57,85 + 3,86% -10,79 + 5,752 39,74 + 8,052 14,69 + 5,262
Inoculagéo
IR 59,0 £ 3,932 -9,36 + 4,348 41,0 + 7,402 11,6 £ 3,842
RI 57,6 £4,062 -10,80 + 4,052 40,5 + 6,582 11,2 £5,08

Os valores sdo representados por médias + desvio padrdo. Diferentes letras maitGsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tratamentos, em relagdo ao mesmo modo de inoculagéo.
Diferentes letras mindsculas na mesma linha indicam diferengas entre um mesmo tratamento e os diferentes modos de inoculagéo, pelo teste de Tukey (p < 0,05). Diferentes letras minusculas a esquerda na
mesma coluna indicam diferenca de médias para o teste Scott-Knott (p < 0,05). “a” indica diferengas significativas em comparag¢do com “Fungicida” na forma de inoculagéo IR. “B” indica diferengas
significativas em comparagdo com “Controle”’na forma de inoculagdo IR. "$” indica diferengas significativas em comparagdo com “Fungicida” na forma de inoculag¢ao RI. “y” indica diferencas significativas
em comparagdo com “Controle”na forma de inoculagéo RI.
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A partir da andlise de cor da casca podemos definir o estadio de maturacdo dos frutos, que é
um importante critério de qualidade, principalmente associado a aceitabilidade dos frutos pelo
consumidor. O amadurecimento do maméo é caracterizado pela mudanca gradual e ndo uniforme
da cor da casca da cor verde para a amarela, onde inicialmente se formam estrias amarelas se

estendendo da regido estilar ao pedinculo do fruto (BARROS et al., 2019).

De maneira geral, o processo de maturagdo dos frutos ocorreu de forma heterogénea, dada a
variagdo de valores da diferenca de cor AE. Além disso, ¢ possivel inferir que o armazenamento a
baixas temperaturas, possibilitou um atraso no processo de maturacdo dos frutos, visto que 0s
valores de cor registrados no dia 7 de armazenamento, ndo foi tdo discrepante em relacdo aqueles

verificados no dia 0 do experimento.

Os parametros L*, b* e AE, de frutos inoculados com o fungo Colletotrichum sp.,
apresentaram interacdo entre os niveis de tratamento no tipo de inoculacdo IR. Esta forma de
inoculacdo, apresentou diferencas estatisticas no parametro L* mostrando que, dentre os frutos
revestidos, aqueles onde foi aplicado o tratamento AQ2BS demonstrou o maior valor de
luminosidade (65,33) dentro dos tratamentos do mesmo modo de inoculacdo artificial, além de
também apresentar diferenca significativa entre os diferentes modos de inoculagdo, o que
possivelmente demonstra uma evolugdo no processo de maturacdo desses frutos, em relacdo aos

demais tratamentos.

Quando comparado aos valores obtidos do parametro L* dos frutos no dia 0, os frutos
demonstraram uma grande variacdo de luminosidade apds 7 dias de armazenamento em camara de
refrigeracdo. Tal comportamento € natural, pois frutos climatéricos como 0 mamé&o nao apresentam

um processo de maturacdo uniforme, deixando as cascas dos frutos com diferentes coloragdes.

Ao se comparar os frutos inoculados no modo IR, com os frutos tratados com fungicida,
pode-se inferir que houve uma evolugdo maior no processo de maturagdo dos frutos com fungicida
em relacdo aqueles que receberam os tratamentos AQ1IN, AQ2 e AQO devido ao aumento da
luminosidade desses frutos, o que demonstra a transi¢do de uma cor mais escura para uma cor mais

clara, caracteristica de frutos mais maduros.

O parametro a*, apresentou valores ainda mais negativos quando comparados aos frutos no

primeiro dia do experimento. Diferencas de médias neste pardmetro foram significativas para os
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diferentes tratamentos do modo de inocula¢éo IR sendo o tratamento AQ2 (-13,69 + 0,934), aquele
que apresentou a menor média do pardmetro a*. O tratamento AQ2BS (-3,87 + 3,55), com a maior
média do pardmetro, também mostra diferencga significativa quando comparados os diferentes
modos de inoculacdo RI e IR. Mais uma vez os revestimentos AQ1N, AQ2 e AQO, apresentaram

diferenca significativa quando comparados aos tratamentos controle, positivo e negativo.

As médias do pardmetro b*, indicam frutos ainda em processo inicial de maturacéo, visto
que ainda n4o se apresentam com valores tdo altos. E possivel inferir que os tratamentos AQ2, AQO
e AQIN, quando aplicado nos frutos de modo IR, foram os mais eficientes em retardar o
amadurecimento dos frutos quando comparados ao tratamento controle e com fungicida, durante os

primeiros 7 dias de armazenamento em camara fria.

Diferentemente dos frutos inoculados com Colletotrichum sp., os frutos inoculados com
Fusarium sp., ndo apresentaram diferencgas significativas entre os niveis de tratamento, mas o
revestimento AQO apresentou diferencas significativas de média para os parametros L*, a* e b*,
entre os diferentes modos de inoculacdo, sendo as maiores médias registradas no modo de
inoculagdo IR. No parametro AE, os revestimentos também apresentaram diferencas significativas
entre os diferentes modos de inoculagdo, porém estas foram registradas em ambos modos de
inoculacdo. Os frutos inoculados no modo IR apresentaram maiores médias nos efeitos simples, em
todos os parametros de cor, quando comparados aos frutos que receberam revestimento antes da

inoculacéo.

Possivelmente, a perfuracdo dos frutos para a realizacdo da inoculacdo, estimulou o
aumento da respiracdo dos frutos, causando um desbalanco na producédo de etileno, acelerando o

processo de maturagdo dos mesmos, 0 que por sua vez causou alteragdes de cor na casca.
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Tabela 12 Parametros de cor dos frutos inoculados artificialmente com Fusarium sp

. ap0s armazenamento de 7 dias.

AE
Tratamentos RI IR RI IR RI IR RI IR
AQIN 359,1 + 6,43 A2 260,3 + 3,60 A2 3.9,67 + 6,56 A2 a.8,27 +5,44 A2 343,3+11,4A2 344,4 + 6,52 A2 314,3 +3,72AP 3154 +4,82 Aa
AQ2N 458,2 + 7,07 A@ 361,6 + 3,20A2 4.9,63 + 6,02 A2 32,77 +4,63 A2 437,4 £ 12,147 347,3+552 A 415,2 +3,89 Aa 310,6 + 4,042
AQON 260,5 + 4,17 A2 260,8 + 3,39 A2 2.8,60 + 3,38 A2 a.11,0+ 3,53 A2 342,6 +6,97 A2 340,8 +2,68 A2 49,25 + 4,06 AP 315,8+4,43 A3
AQ1BS 460,6 + 2,48 A 463,2+4,87 Ad 4.9,90 + 2,36 A2 4.6,35+ 7,65 A2 343,7+4,01 A2 348,8 + 8,83 A@ 49,00+ 1,57 Aa 312,6 +4,77 A2
AQ2BS 358,0 + 3,89 A 262,5+5,38A2 a.11,6+3,31L A2 a.7,11 +5,54 A2 340,3 + 6,64 A2 346,9+10,5 A2 210,0 £2,37A2 213,6 £ 6,45 AP
AQOBS 457,2 + 3,66 A2 359,7 + 6,87 AR 3.10,8 +2,40 A@ 3.10,9 + 3,70 A2 38,7 £+ 5,19 Ad 342,3+10,7 A 210,3 £2,42AP 316,6 + 8,10 A2
AQ1 359,4 + 4,56 A2 361,6 + 3,26 A2 3-10,0 + 4,94 A2 a.10,2 + 4,69 A2 339,9 + 7,49 AR 341,9+5,81A8 310,7 £ 22,7947 314,7+4,36 A2
AQ2 356,5 + 4,99 Aa a58,1 +2,99 Aa 3.9,72 £ 6,10 A2 3.9,47 + 6,42 A2 235,3+8,42 A2 a37,7+5,27 A 214,0+2,67 A2 317,7+555A0
AQO 354,8 +2,33 AP 463,6 + 3,81 A2 a.13,2£2,22AP 34,08 £7,75A2 334,7 £3,07 AP 3474 17,22 A 310,4 +2,98 Aa 312,5+ 3,69 A2
Controle 58,6 + 5,47 65,0 +4,35 -8,99 £ 3,46 -0,167 £ 9,48 41,9 8,23 49,1+7,79 10,7 £1,30 13,3+2,42
Fungicida 61,6 + 4,05 63,2 +4,50 -8,84 £3,75 -8,40 £4,98 44,49 £ 6,44 44,1 +7,34 10,8 +1,28 13,6 +4,39
Efeitos simples
Tratamentos
AQIN 59,72 + 4,872 -8,97 £ 5,632 43,8 + 8,607 14,85 + 4,032
AQ2N 59,9 + 5,382 -6,20 £ 6,182 42,3 +10,2° 12,89 + 4,412
AQON 60,66 + 3,522 -9,80 + 3,442 41,7 + 4,982 12,5 + 5,252
AQ1BS 61,89 + 3,822 -8,12 £ 5,572 46,2 + 6,90° 10,8 + 3,812
AQ2BS 60,24 + 4,952 -9,36 + 4,862 43,6 + 8,86° 11,8 +4,88°
AQOBS 58,43 + 5,272 -10,84 £ 2,892 40,5 + 8,042 13,41 + 6,482
AQ1 60,52 + 3,85° -10,13 £ 4,462 40,9 + 6,30? 12,7 + 4,002
AQ2 57,26 + 3,902 -9,59 + 5,802 36,5 + 6,62° 15,81 + 4,492
AQO 59,2 + 5,532 -8,63 £ 7,182 41,0 + 8,532 11,43 + 3,302
Inoculacéo
IR 61,3 +4,15% -7,80 £5,732 44,6 +7,42° 14,4 +57128
RI 58,3 + 4,47° -10,4 £4,13° 39,5 +7,56° 11,5 +3,49°

Os valores sdo representados por médias + desvio padrdo. Diferentes letras maitsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tratamentos, em relagdo ao mesmo modo de inoculagéo.
Diferentes letras mindsculas na mesma linha indicam diferengas entre um mesmo tratamento e os diferentes modos de inoculagdo, pelo teste de Tukey (p < 0,05). Diferentes letras minudsculas a esquerda na
mesma coluna indicam diferenca de médias para o teste Scott-Knott (p < 0,05). “a” indica diferengas significativas em comparagdo com “Fungicida” na forma de inoculagdo IR. “B” indica diferencas
significativas em comparagdo com “Controle”’na forma de IR. "8” indica diferengas significativas em comparagdo com “Fungicida” na forma de inoculagao RI. “y” indica diferengas significativas em
comparagdo com “Controle”na forma de inoculagéo RI.
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5.10.2 Analise visual de maturagéo dos frutos

As avaliacGes de maturagéo dos frutos se deram ao 14° dia, a partir de uma analise visual
subjetiva da cor de casca dos frutos, que foram comparados com uma escala pré definida. A partir
da andlise do teste de Kruskal Wallis pode-se inferir que houve diferenca na maturacéo dos frutos,
qguando comparados os tratamentos, para cada um dos diferentes fungos, Colletotrichum sp. (X%10)=
35,53; pvaie < 0,0001), e Fusarium sp. (X3q0)= 40,858; pvaie < 0,00001). O post-hoc de Dunn
mostrou que o estadio de maturacdo dos frutos revestidos com os tratamentos AQOBS e AQ2, é
significativamente diferente do estadio de maturacéo dos frutos tratados com fungicida e dos frutos
controle, para os frutos inoculados com o fungo Fusarium sp. J& nos frutos inoculados com
Colletotrichum sp., o teste de post-hoc mostrou que os frutos tratados com os revestimentos AQ1N,
AQ2N, AQ2BS e AQO possuiam estaddio de maturacdo diferente quando comparados aos
tratamentos controle positivo e negativo (Fungicida e Controle), tabela 13. Pode-se entdo admitir,
que os tratamentos com o0s revestimentos citados, possibilitaram um retardo no processo de

maturacao dos frutos. Esses resultados podem ser facilmente observados nas figuras 26 e 27.

Tabela 13 Escala de matura¢do dos frutos no 14°dia de experimento.

Maturacédo

Colletotrichum
Tratamento Fusarium sp. sp.
AQIN 4,25 +0,463™" 3,75+ 1,16°
AQ2N 4,25 +0,463™ 3,88 +1,64°
AQON 4,25 + 0,463 4,25 + 0,463
AQ1BS 4,5+0,535m 3,75 +1,28™
AQ2BS 4,25 + 0,463 4 +0,535°
AQOBS 35+1,41b 4,12 +0,354™
AQ1l 4,25 + 0,463 4 +0,535™
AQ2 35+1,41° 4,5+0,535m™
AQO 4,25 %0, 463™ 4+0°
Fungicida 5+0¢2 5+0¢2
Controle 5+0¢° 5+0¢°
Inoculacéo
IR 4,14 +1,02™ 4,23 +£0,743™
RI 441 +£0,497™ 4,18 £0,971"

Os valores sdo representados por médias + desvio padrao.
Diferentes letras maiGsculas na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre os diferentes tratamentos
de acordo com o teste de Kruskal Wallis (p < 0,05).*ns
(média ndo apresentou diferencas significativas).
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O teste estatistico de Kruskal Wallis ndo mostrou diferenca significativa do estadio de
maturagdo dos frutos quando avaliados a partir das diferentes formas de inoculagdo, sendo
encontrados (X?1)=0,053; pvaie= 0,8168), para os frutos inoculados com Colletotrichum sp. e (X3

= 1,255; pvae= 0,2625), para aqueles inoculados com Fusarium sp.

N&o foi possivel verificar um efeito significativo do processo de reticulacdo ou da adicdo de
agentes antimicrobianos nos revestimentos influenciando diretamente o processo de maturacdo dos

frutos.

O uso de revestimentos em frutos pode funcionar como um limitador para a troca de gases
e de perda de umidade, retardando a maturacao dos frutos e por consequéncia aumentando seu tempo
de vida util (ASSIS; BRITTO; FORATO, 2009). Os resultados observados neste trabalho foram
distintos aos verificados em Arroyo et al. (2020), que desenvolveram diferentes revestimentos a
partir da mistura de alginato e quitosana em diferentes proporcoes, adicionados de Znonano (1%/ vol.
de solucdo), com o objetivo de estender o tempo de vida til de frutos de goiaba. Os autores ndo
observaram efeito retardante do processo de amadurecimento dos frutos quando aplicados
revestimentos compostos pela proporcdo de 100% alginato e 90% alginato-10% quitosana com
nanoparticulas de ZnO, por outro lado revestimentos produzidos com 100% e 90% de quitosana e
ZnOnano foram capazes de diminuir a perda de massa dos frutos e limitar as mudancgas fisico-
quimicas relativas a maturacdo dos frutos por até 20 dias de armazenamento a 21°C. A vida util de
morangos também foi estendida em até 20 dias ao se aplicar revestimentos de alginato de sodio
contendo 1,25 g/L de ZnOnano (EMAMIFAR; BAVAISI, 2020). Revestimentos de quitosana e
ZnOnano aplicados em pedacos de mamao mininmamente processado, estenderam sua vida Gtil por

até 12 dias, armazenados a 10°C.

5.10. 3 Perda de massa fresca

Frutos climatéricos como 0 mamao continuam seu processo de maturacdo apos a colheita.
O processo de amadurecimento dos frutos causa um aumento da taxa de respiragdo dos mesmaos,
possibilitando a perda de agua e consequente reducéo de massa fresca (CALBO; MORETTI; HENZ,
2007). A perda de massa fresca foi avaliada dos dias zero e sete do experimento. Neste intervalo de

uma semana, os frutos foram mantidos climatizados em temperaturas mais baixas e alta UR (13°C
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e 77%). Diferencas significativas na perda de massa foram observadas somente entre um mesmo
tratamento e as diferentes formas de inoculacdo. Os frutos revestidos com os tratamentos AQBS1
(1.76 £0.369) e AQ2 (1.79 £ 0.19) e foram inoculados com Colletotrichum sp., apresentaram maior
porcentagem de perda de massa no modo de inoculagéo reveste e inocula (RI). O mesmo modo de
inoculacdo apresentou as maiores médias de porcentagem de perda de massa nos frutos revestidos
com os tratamentos AQ2N (1.81 £ 0.301), AQ1(1.84 £ 0.365) AQ2 (1.74 = 0.156), inoculados com
Fusarium sp. Além disso, os frutos inoculados pelo modo revestido e inoculado (RI) e revestidos
com os tratamentos AQ2N e AQ2 mostraram, a partir do teste de Dunnett, diferencas significativas

de médias quando comparados com o controle do mesmo modo de inoculagéo.

Tabela 14 Perda de massa em porcentagem (%) dos frutos ao 7°dia de experimento.

Tratamentos Colletotrichum sp. Fusarium sp.

RI IR RI IR
AQIN 31.55+0.134 A2 2133+0.13842 21,40 +0.287 A2 31.60 + 0.314 A2
AQ2N 31.68+0.19A% 21,66+ 0.463 4%  21.24 +0.102 Ab 41.81 +0.301 A2
AQON 41.78 £0.443 A% 2159+ 0.216 42  21.42 +0.094 A@ 41,71+ 0.145 A2
AQI1BS 3134 £0.175AP 2176 +0.369 42  21.41 +0.109 A2 31,72 +£0.174 A2
AQ2BS 148 £0.143A% 21,68+ 0.247 42 2158 +0.188 A@ 41.56 + 0.23 A@
AQOBS a1.55+0.1342 21 61+0.21842 2148 +0.3134 41.39 +0.098 A2
AQ1 31.41+0.2154%  3161+0.113A% 3135+ 0.161AP 41.84 +0.365 A2
AQ2 3140 £0.254 AP 2179+ 0.19 A% 2129 +0.148 Abw 21.74 £ 0.156 A@
AQO 81.75+0.206 4% 21,64 +£0.396 42 21,52 +0.093 A@ 41,75+ 0.368 A2
Controle 1.34+0.13 1.56 +0.411 1.82 +0.464 1.91+0.495
Fungicida 142+0.35 1.40 +0.165 1.46 +0.223 1.58 +0.358
Tratamentos
AQIN 1,44 +0,1712 1,50 +£0.2982
AQ2N 1,66 +0.3282 1,52 +£0.3672
AQON 1,68 +0.339° 1,56 +0.1912
AQ1BS 1,55 +£0.349° 1,56 +£0.213?
AQ2BS 1,58 £0.2142 1,56 +0.1952
AQOBS 1,58 +0.169 1,43 £0.2212
AQ1 1,51 £0.1922 1,59 £ 0.369°
AQ2 1,59 +0.299° 1,51 +0.2772
AQO 1,69 +0.419° 1,63+0.2772
Inoculacgéo
IR 1,63 +£0.282 1,68 +0.262
RI 1,55 +0.2512 1,41 +0.192°

Os valores sdo representados por médias + desvio padrdo. Diferentes letras mailsculas na mesma coluna indicam diferengas
significativas entre os tratamentos, em relagcdo ao mesmo modo de inoculagdo. Diferentes letras minUsculas na mesma linha indicam
diferencas entre um mesmo tratamento e os diferentes modos de inoculacéo, pelo teste de Tukey (p < 0,05). Diferentes letras
mindsculas a esquerda na mesma coluna indicam diferenca de médias para o teste Scott-Knott (p < 0,05). “o” indica diferengas
significativas em comparagdo com “Fungicida” na forma de inoculacdo IR. “B” indica diferengas significativas em comparagdo com
“Controle”na forma de inoculagéo IR. "3 indica diferengas significativas em comparagdo com “Fungicida” na forma de inoculagdo
RI. “y” indica diferengas significativas em comparagdo com “Controle” na forma de inoculagdo RI.
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O armazenamento dos frutos de maméo em temperaturas mais baixas e controladas, em
conjunto com alta umidade, minimizam a perda de massa fresca dos frutos. A exposi¢édo de frutos
de mamdo a temperaturas mais elevadas durante o periodo de pds-colheita, aumenta a respiracao
dos frutos e consequentemente acelera a producdo de etileno e seu processo de senescéncia
(CALBO; MORETTI; HENZ, 2007). Segundo Assis, Britto e Forato (2009) o uso de revestimento
nos frutos, preenche parcialmente os estdmatos e lenticelas e reduz a perda de agua gerada durante
a transpiracéo e limita as trocas de gases que ocorre no processo de respiracao, atrasando 0 processo

de maturacéo.

Em Bhanushree et al.(2018) foram desenvolvidos revestimentos a base de quitosana em
diferentes concentragdes, que foram aplicados em frutos de mamao higienizados que posteriormente
foram armazenados sob condi¢des controladas de baixa temperatura (12+1°C) e em temperatura
ambiente (28+1°C). Os revestimentos com concentracdo de quitosana de 3%, proporcionaram a
menor perda de massa nos frutos e, onde os mamdes mantidos por 23 sob refrigeragéo registraram
perdas minima de 4,5 % de massa, enquanto os frutos mantidos em temperatura ambiente por 9 dias

tiveram perdas de 5,1%.

O tratamento térmico aliado a aplicagdo de revestimento (49°C por 20 min) a base de
quitosana (20g/L) em frutos de mamé&o possibilitou uma reducdo de perda de massa dos frutos
guando comparado a todos os outros tratamentos, incluindo o controle, durante 28 dias de
armazenamento a 10°C. Ali; Hei; Keat (2016), verificaram em seus resultados uma reducédo de
aproximadamente 50% na perda de massa de frutos de mamao revestidos com mistura de goma
arébica e 6leo essencial de gengibre durante 28 dias de armazenamento dos frutosa 12+ 1 °C e 80-
85% UR, quando comparado aos frutos controle. Isso demonstra a eficiéncia dos revestimentos
aliada ao armazenamento em temperaturas mais baixas ao impedir uma perda de massa excessiva

dos frutos.

5.10.4 Severidade da doenga

A partir do 14° dia foi observada uma contaminacdo representativa dos frutos, que se
encontravam desde o sétimo dia de experimento armazenados em temperatura ambiente (28°C). Os

frutos j& se encontravam improprios para consumo, ou para a realizacdo de analises instrumentais.
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Portanto, foi realizada uma andlise subjetiva de severidade de sintomas de doencas que os frutos

apresentavam. Levando em consideracdo a escala pré-definida apresentada anteriormente.

Os sintomas de doencas fungicas estavam espalhados por todo fruto e ndo somente nos
pontos onde foi realizada a inoculagdo, independentemente de como a inoculagéo artificial foi

realizada.

Os frutos inoculados com ambos os fungos Colletotrichum sp. e Fusarium sp. nao
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (X?o) = 16,979; pvae= 0,07482) e
(X%10) = 18,013; pvae= 0,05474), respectivamente. Do mesmo modo, a forma de inoculagéo
também ndo apresentou diferencas significativas nos resultados de severidade de doenca dos frutos
(X2 =0,16364; pvaie= 0,6858) e (X%1)=0,049533; pvaie= 0,8239), respectivamente de acordo com
o teste de Kruskal Wallis (Tabela 15).

Tabela 15 Escala de severidade de doencga nos frutos ao 14° dia.

Severidade de doenga

Tratamento Fusarium sp. Colletotrichum sp.
AQIN 3,25 +1,83™" 3,75 +£1,49™"
AQ2N 3,62 £1,68™ 4,12 +£0,991"
AQON 4,12 £1,13™ 4+1,69™
AQI1BS 2,62 £1,19™ 4 +(Qm
AQ2BS 3+1,31™ 4,25 +£1,03™
AQOBS 35+1,20™ 4,38 £1,41™
AQl 2,75 +£1,28™ 3+151™
AQ2 3,38 £1,51™ 2,62 £1,60m™
AQO 4 +0,926M™ 2,88 £1,64™
Fungicida 2,12 + 0,641 3,38 £ 0,744"
Controle 3,75+£1,16™ 4 +0,535™
Inoculacao

IR 3,32 £1,29™ 3,68 £1,43™

RI 3,25 +1,43™ 3,66 + 1,22™

Os valores séo representados por médias + desvio padrdo. Diferentes
letras mailsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas
entre os diferentes tratamentos de acordo com o teste de Kruskal Wallis
(p < 0,05). *ns (média ndo apresentou diferencas significativas).

Foi possivel verificar que ao 7° dia os frutos ndo apresentavam sintomas de doencas nos
pontos inoculados, demonstrando que a temperatura mais baixa de armazenamento inibiu o

crescimento dos fungos e o desenvolvimento de sintomas de doengas (Figuras 23 e 24).
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Dia 7 Dia 14 Dia 7 Dia 14 Dia 7 Dia 14 Dia 7 Dia 14

Fusarium sp.

Colletotrichum sp.

Fusarium sp.

Colletotrichum sp.

Fusarium sp.

Colletotrichum sp.

Figura 23 Aparéncia dos frutos revestidos e inoculados (RI) nos dias 7 e 14 do experimento.

Devido a alta contaminacéo dos frutos em todos os tratamentos no 14° dia, ndo foi possivel
definir qual o melhor tratamento utilizado para estender a vida til dos frutos. A conducéo do
experimento utilizando a estratégia de inoculagdo artificial, ndo foi eficiente para se chegar a
definicdo do melhor tratamento aplicado. Novos experimentos devem ser conduzidos, sem a
necessidade de inoculacdo, para que seja possivel observar a eficiéncia dos revestimentos em inibir

o0 desenvolvimento de sintomas de doencas fungicas.
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Dia 7 Dia 14 Dia 7 Dia 14 Dia 7 Dia 14 Dia 7 Dia 14

Fusarium sp.

Colletotrichum sp. |

Fusarium sp.

Colletotrichum sp.

AQ2N AQ2BS AQ2 Controle

Fusarium sp.

Colletotrichum sp.

AQON AQOBS AQO

Figura 24 Aparéncia dos frutos inoculados e revestidos (IR) nos dias 7 e 14 do experimento.

6 CONCLUSAO

A proporcéo de blenda polimérica de quitosana e alginato escolhida para o desenvolvimento
dos filmes, foi capaz de formar filmes maleaveis, e bem estruturados. A cor dos filmes revelou

tendéncia para coloragdo amarela, demonstrando aparente transparéncia.

A adicdo de ZnOnano Na producdo dos filmes, possibilitou uma mudanca na estrutura dos
mesmos. O processo de reticulacdo do alginato também foi capaz de modificar certas caracteristicas
dos filmes. Como exemplo podemos citar a influéncia de ambos (reticulacdo e adicdo de ZnOnano)
na espessura dos filmes, que se apresentaram mais finos quando adicionados de nanoparticulas e
reticulados com as maiores concentragdes de cloreto de célcio.

O angulo de contato também foi influenciado por estes dois fatores, porém o aumento da

concentracdo de agente reticulante nos filmes, proporcionou um aumento do angulo de contato dos
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filmes, deixando-os menos hidrofilicos, enquanto a adicdo de agentes antimicrobianos, reduziu o
mesmo. Seu uso em conjunto, pode equilibrar de redugdo do angulo de contato propiciado pela
adicdo dos antimicrobianos.

Foi observada uma reacédo inversa entre tensdao de ruptura e alongamento na ruptura, onde
filmes reticulados e adicionados de nanoparticulas aumentaram seus valores de tensdo e diminuiram
seus valores de alongamento. Os filmes adicionados com benzoato de sddio ndo apresentaram

grandes mudangas em sua estrutura.

Testes in vitro a partir da técnica de difusdo em agar foram conduzidos com o objetivo de
avaliar o potencial antimicrobiano dos filmes. Neste estudo, foi possivel observar que os filmes com
nanoparticulas apresentam potencial fungicida quando em contato com os microrganismos testados
se mostrando uma opcéo interessante para o uso desse material como embalagem ativa. Por esse
motivo, foram testadas as solucgdes filmogénicas desenvolvidas aplicando-as diretamente nos frutos,

e seu potencial antifungico foi avaliado.

Ao longo de sete dias a perda de massa fresca dos frutos foi minima, quando estes foram
mantidos sob condicéo de refrigeracdo, o que denota a influéncia de baixas temperaturas e alta UR

na manutencdo da qualidade destes frutos.

O método de inoculacdo artificial IR (inocula e reveste), foi aquele que apresentou maior
influéncia na mudanga da cor instrumental e porcentagem de perda de massa dos frutos nos

primeiros 7 dias de experimento.

Os revestimentos desenvolvidos AQIN, AQ2N, AQ2BS, AQOBS, AQ2 e AQO foram
eficazes em retardar o amadurecimento dos frutos por pelo menos 7 dias, durante seu tempo de
armazenamento em temperatura ambiente, quando comparados aos tratamentos controle positivo e
negativo. Nao foi possivel definir entre os tratamentos uma melhor formulacdo com atividade
antifungica e que fosse capaz de prolongar a vida Util dos frutos devido ao alto indice de
contaminagdo dos mesmos. Novos experimentos devem ser realizados para uma melhor avaliacdo

dos revestimentos, sem a necessidade de realizar inoculacdo artificial.
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