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Revestimento comestivel contendo carvacrol para
conservagao microbioldgica de tomate no periodo de pds-
colheita

Edible coating containing carvacrol for postharvest
microbiological conservation of tomato

RESUMO

O tomate é cultivado em varios paises e tem uma participagdo significativa na producado
mundial de alimentos. Essa cultura sofre uma enorme perda no periodo pés-colheita devido
a doenca fungica. Para melhorar a conservagao microbioldgica de tomates em pds-colheita,
o objetivo do trabalho foi investigar a atividade antifingica do revestimento comestivel a
base de amido de mandioca / gelatina contendo carvacrol contra A. alternata. Carvacrol
mostrou efeito inibitério (CIM = 0,30 g de carvacrol por grama de solugdo de revestimento)
e revestimento comestivel incorporado com 0,30 g de carvacrol por grama de solugdo de
revestimento foi o mais efetivo em inibir o crescimento de A. alternata in vivo considerando
também uma possivel resposta sensorial. Estes resultados sugerem que a aplicacdo de
revestimento comestivel contendo carvacrol pode ser utilizado como alternativa para a
reducdo da deterioracdo microbioldgica de tomate no periodo pds-colheita.

PALAVRAS-CHAVE: Revestimento antimicrobiano. Carvacrol. Pds-colheita. Tomate uva.

ABSTRACT

Tomato is cultivated in several countries and has a significant participation in world food
production. This culture suffers a huge loss in the postharvest period due to fungal
disease. To improve the microbiological preservation of tomatoes in postharvest, the aim
of work was investigated the antifungal activity of cassava starch/gelatin-based edible
coating containing carvacrol against A. alternata. Carvacrol showed fungal inhibitory
effect (MIC = 0.30 g of carvacrol per gram of coating solution) and edible coating
incorporated with 0.30 g of carvacrol per gram of coating solution was the most effective
in inhibiting the growth of A. alternata in vivo analysis, also considering a possible sensory
response. These results suggest that the application of edible coating containing carvacrol
could be used as alternative for the reduction of microbiological deterioration of tomato
in the postharvest period.

KEYWORDS: Antimicrobial coating. Carvacrol. Postharvest. Grape tomato.

INTRODUCAO

O tomate requer grande quantidade de nutrientes para se desenvolver e os
riscos de perda de producdo em periodo de pds-colheita sdo altos. No Brasil ha
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registros de perda de 40% da producdo de tomate e a contaminagdo por fungos é
uma das principais causas (MORETTI et al., 2012). A perda de tomate ocorre
principalmente no periodo de pds-colheita, como em outros frutos e vegetais
(ALVARENGA, 2013). O tomate é suscetivel a doengas pds-colheita causadas
principalmente pelos fungos Alternaria alternata e Botrytis cinerea
especificamente, A. alternata causa a mancha preta comumente na regido
peduncular do fruto (AHMED; SIPES; ALVAREZ, 2017).

A perda de tomate pds-colheita tem sido controlada com o uso de
revestimento comestivel com carvacrol aumentando a conserva¢do microbiolégica
do fruto (FAKHOURI et al., 2015; MARTINEZ-ROMERO et al., 2006). Carvacrol é um
antimicrobiano natural extraido de plantas aromaticas, como orégano e tomilho,
gue atua como conservante sendo qualificado como seguro pela Food and Drugs
Administration (FDA) (SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015). Estudos
anteriores, do grupo de pesquisa deste trabalho, mostraram que o revestimento
comestivel a base de amido de mandioca / gelatina contendo carvacrol inibiu o
crescimento de Colletotrichum sp em morangos (BRETSCHNEIDER et al., 2019,
ROMIO et al., 2017). Neste contexto, com o intuito de melhorar a conservacdo
microbioldgica do tomate o objetivo deste trabalho foi determinar o efeito do
revestimento comestivel a base de amido de mandioca / gelatina com
propriedades antifungicas no desenvolvimento de doencas pds-colheita em
tomates causadas por A. alternata.

MATERIAL E METODOS

Frutos de tomate uva (Sweet Grape®) adquiridos no comércio local de
Francisco Beltrdo - PR, foram selecionados com base em tamanho homogéneo,
maturidade, cor e auséncia de lesdes. A solucdo de revestimento foi preparada de
acordo com Romio et al. (2017) utilizando fécula de mandioca (Pinduca Alimentos,
Brasil), gelatina tipo A (Gelita, Brasil), glicerol (Synth, Brasil) e carvacrol (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos), Miglyol 812 (Sasol, Alemanha) e lecitina (Alfa Aesar,
Estados Unidos). Condicdes assépticas e agua estéril foram aplicadas para produzir
a solugdo de revestimento ativo (BRETSCHNEIDER et al., 2019). Para analise
antifungica, foi preparado um revestimento comestivel a base de fécula de amido
/ gelatina com 3 concentracbes distintas de antifungico natural. A atividade
antifungica in vitro foi avaliada por ensaio de inibi¢do do crescimento em meio
liguido com a microplaca de 96 pogos, conforme descrito por Fieira et al. (2013),
com algumas modificagdes (BRETSCHNEIDER et al., 2019).

Resumidamente, 10 uL de revestimento comestivel branco ou revestimento
comestivel ativo foram adicionados a 80 pL de A. alternata (CCT 2816) (1 x 10°
esporos.mL™) em caldo de batata dextrose totalizando um volume final de 100 pL.
O controle positivo empregado foi natamicina (Delvocid®) nas concentragGes de
0,0078, 0,016, 0,031, 0,063, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 mM. Para controle negativo,
revestimento comestivel ou natamicina foram substituidos por agua estéril. O
crescimento de fungos foi avaliado usando cloreto de 2,3,5-tetrazdlio (TTC). A
concentracédo inibitéria minima (CIM) foi determinada, apds incubagdo a 25 2C por
96 h. A CIM é a menor concentracdo de amostra impedindo o crescimento
antifungico visivel. Para determinar a concentracdo fungicida minima (CFM), o
conteldo total do poco que ndo apresentou crescimento fungico foi removido e
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inoculado em agar (método de placa espalhada) na condicdo de crescimento ideal
de A. alternata. Apés 7 dias de incubacdo, as colonias foram contadas. A CFM foi
determinada como a concentragdo em que ndo houve crescimento na placa. Para
o ensaio in vivo, 165 tomates uva foram superficialmente desinfetados
mergulhando-os em solugdo de hipoclorito de sddio (2,5% de cloro ativo) por 3
min, enxaguando com agua destilada estéril e secando-os a temperatura
ambiente. Entdo, os frutos foram imersos em solucdo de revestimento por 2
minutos e drenados novamente. 5 tratamentos foram preparados para ensaio in
vivo (Tabela 1).

Tabela 1 — Revestimento comestivel a base de amido de mandioca/ gelatina e tratamento
controle utilizado no ensaio in vivo

0,60 mg carvacrol. gt solucdo de revestimento
0 mg carvacrol. gl solucdo de revestimento (branco)
Controle (tomates uva sem revestimento)

0,30 mg carvacrol. gtsolucdo de revestimento

m O O @ >

0,15 mg carvacrol. gt solucdo de revestimento

Fonte: Autores (2019).

Um dano (2 mm de largura por 3 mm de profundidade) foi feito em cada fruto.
Neste dano foi inoculado A. alternata, colocando 10 microlitros de uma suspensao
de esporos contendo 1 x 10° esporos.mL™. Os frutos foram colocados em
embalagens plasticas de polipropileno (previamente desinfetadas com etanol a
70%) e incubadas a 25 2C. O efeito dos revestimentos comestiveis na incidéncia da
doenca foi avaliado diariamente durante 5 dias. Os dados de incidéncia de doenca
foram expressos como a porcentagem de frutos que apresentaram sintomas de
podriddo fora do nimero total de frutos em cada tratamento. Cada tratamento
incluiu trés repetices de 11 frutos cada. Os dados antifingicos in vivo foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foi utilizado para
comparar os valores médios em diferentes intervalos de tratamento e
armazenamento (p <0,05) utilizando o programa Statistica versao 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados anteriores do grupo de pesquisa mostraram que o carvacrol exibiu
atividade antiflingica contra A. alternata (CIM e CFM = 563 pg.mL?) (STADLER et
al., 2019). Assim, como os resultados CIM e CFM da analise antifuingica in vitro para
A. alternata foram 0,3 mg de carvacrol. g solucdo de revestimento e 0,6 mg de
carvacrol. g solucdo de revestimento, respectivamente, pode-se dizer que o
carvacrol é responsavel pela expressdo da atividade antifungica. Resultados
semelhantes foram relatados por Bretschneider et al., (2019) em analise
antifungica utilizando Colletrochium sp. Em outros trabalhos, a pelicula comestivel
de quinoa / quitosana com timol (isdmero de carvacrol) nanoparticulas foi capaz
de inibir o crescimento micelar e a esporulacdo de um dos fungos deteriorantes de
tomates (Botrytis cinerea) (ROBLEDO et al., 2018; MEDINA et al., 2019 ). Ademais,
embalagem com filme de carvacrol baseado em poliamida 6 apresenta eficacia
antifungica in vitro contra A. alternata (SHEMESH et al., 2016).
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De modo a confirmar os resultados promissores da anadlise in vitro e dos dados
da literatura, foi realizado um ensaio antifiingico (analise in vivo) para determinar
qual o revestimento ativo que mantém as propriedades antifingicas nos tomates.
Como esperado, a deterioracdo dos frutos aumentou ao longo dos dias para todos
os tratamentos. O controle (tomate ndo revestido) foi totalmente deteriorado no
terceiro dia, indicando que o revestimento tem agdo protetora contra danos fisicos
aos frutos e, assim, diminui a incidéncia de doencas fungicas (Tabela 02).

Tabela 2 — Incidéncia da doenca (%) # de tomate controle e revestido

Dia Tratamento*

A B C D E
1 0,00 ©+ 0,00 0,00°2 + 0,00 0,00 2 + 0,00 0,00 © + 0,00 0,00 P2 + 0,00
2 9,09 ¢+ 9,09 27,27 +£0,00 51,51°+5,24 9,09+9,09 39,39 +5 25
3 48,488+ 524 78,78%° + 10,49 100,00%+0,00 63,635+ 15,74 78,788 +5,25
4 100,00 #*+ 0,00 100,00%°+0,00 100,00**+0,00 100,007*+0,00 100,00%*+ 0,00

* Para todas as abreviaturas de tratamento, ver material e método. Resultados
expressos como média = desvio padrdo. Valores com letras diferentes sdo
significativamente diferentes (P <0,05). Letras mailsculas na mesma coluna = diferengas
para o mesmo tratamento. Letras minusculas na mesma linha = diferengas entre os
tratamentos durante o mesmo dia (teste de Tukey).

Fonte: Autores (2019).

Ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre o tratamento B e o
tratamento E, podendo-se dizer que a concentracdo de 0,15 mg de carvacrol. g*
solucdo de revestimento nao tem efeito significativo contra A. alternata. No
entanto, o revestimento é um fator significativo de diferenga pois, o tratamento E
foi mais eficaz do que o tratamento C (revestimento sem carvacrol). Pode-se dizer
que o tratamento mais eficaz foi o tratamento D pois, quando comparado com o
A, ndo houve diferenga estatisticamente significativa. Curiosamente, quanto
menor a concentragao de carvacrol na solugao de revestimento, maior a aceitagao
sensorial dos frutos revestidos, ja que se sabe que o carvacrol altera o aroma e o
sabor dos alimentos. (PASSARINHO et al., 2014). Apds trés dias, o tratamento C
apresentou 100% de incidéncia da doenga, enquanto os tomates revestidos
apresentaram reducdo na manifestacdo da doenca caracteristica de A. alternata.
Os resultados sdo consistentes com os relatados de outros estudos usando
revestimento comestivel contendo carvacrol para preservacao pds-colheita de
tomate. (BARRETO et al., 2016; FAGUNDES et al., 2015; SHEMESH et al., 2016). O
mesmo revestimento ativo foi capaz de controlar o crescimento de Colletotricum
sp em morangos (0,3 mg carvacrol. g solucdo de revestimento) (BRETSCHNEIDER
etal., 2019).

CONCLUSAO

O revestimento comestivel a base de amido de mandioca / gelatina contendo
carvacrol é capaz de inibir o crescimento de A. alternata a 0,3 mg de carvacrol. g
de solucdo de revestimento para ensaio antifungico in vivo e in vitro. Os resultados
indicam que o revestimento ativo comestivel é uma alternativa vidvel para
prolongar a vida util do tomate no periodo de pds-colheita. Além disso, como a
concentragao de carvacrol é baixa, pode apresentar um impacto minimo sobre os
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atributos sensoriais do fruto. Os préximos passos deste trabalho serdo avaliar os
indicadores sensoriais de tomate no periodo pds-colheita com este revestimento
comestivel. E repetir as andlises com o microrganismo Botrytis cinerea pois, junto
com A. alternata sdo os principais responsaveis por dano microbioldgico em
tomates.
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