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Resumo

ANTUNES, Gabriela Venturini. Coberturas para conservacdo de morangos:
desenvolvimento, aplicacdo e caracterizacdo de coberturas bioativas de
alginato de sodio e de agar-agar adicionadas de 6leos essenciais de
tomilho (Thymus vulgaris L.) e de laranja doce (Citrus aurantium var.
Dulcis) com propriedades antimicrobianas. Dissertagdo (Mestrado em
Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pds-Graduagdo em Nutricdo e Alimentos,
Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

A mudanca de hébitos alimentares vem ocorrendo no mundo todo, e a busca de
uma vida mais saudavel € um dos fatores que estimulam a comercializacéo de
alimentos minimamente processados, como ocorre com 0 morango, no entanto,
trata-se de uma fruta que possui uma vida Util apés a colheita muito curta. Dentre
os fatores responsaveis pela perda de sua qualidade estdo a alta atividade
metabdlica e a elevada susceptibilidade ao ataque microbiano. Desta forma é
importante que se identifique aspectos qualitativos, em especial aqueles
voltados aos cuidados com a conservacao e prevencao de contaminagdes por
microrganismos. Uma tecnologia alternativa cada vez mais utilizada e avaliada
como um procedimento viavel para elevar o tempo de vida de frutas, € o emprego
de coberturas comestiveis, juntamente com a adi¢cao de 6leos essenciais a fim
de preservar a vida Util destes frutos. O trabalho objetivou desenvolver, aplicar e
caracterizar o efeito da utilizacédo de coberturas comestiveis bioativas, a base de
agar-agar ou de alginato de sédio adicionadas de 6leos essenciais de tomilho
e/ou de laranja doce, com propriedades antimicrobianas especialmente anti-
Listeria monocytogenes sobre o morango. Verificou-se o efeito das coberturas
nas caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais determinantes
da vida util de morangos nos tempos de 1, 8 e 15 dias ap0s elaboracdo do
produto. Foi avaliado ainda, o efeito frente a bactéria Listeria monocytogenes em
morangos artificialmente contaminados com este microrganismo. Foi possivel
determinar que a cobertura de alginato, adicionadas de 6leo essencial de laranja
doce e de tomilho apresentou os melhores resultados, tanto do ponto de vista
fisico-quimico, quanto antimicrobiano nas amostras analisadas. Quanto a
Listeria Monocytogenes, a cobertura aplicada apés a contaminacdo do fruto
mostrou efeito antimicrobiano. A analise sensorial com método Teste de
Associagdes Implicitas, teve associacdo das respostas “sim” ou “hdo” com o
tempo em segundos, relacionado a cada cobertura apresentada.

Palavras-chave: vida  util, coberturas comestiveis, propriedades
antimicrobianas.



Abstract

ANTUNES, Gabriela Venturini. Development of bioactive toppings of sodium
alginate and agar-agar for strawberries added with essential oils of thyme
(Thymus vulgaris L.) and sweet orange (Citrus aurantium var. Dulcis) with
antimicrobial properties. 2021. 117f. Dissertation (Master in Nutrition and
Food) - Graduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2021.

The change in eating habits has been taking place all over the world, and the
search for a healthier life is one of the factors that encourage the sale of minimally
processed foods, such as strawberries, however, it is a fruit that has a Shelf life
after harvest is very short. Among the factors responsible for the loss of its quality
are the high metabolic activity and the high susceptibility to microbial attack.
Thus, it is important to identify qualitative aspects, especially those focused on
the care of conservation and prevention of contamination by microorganisms. An
alternative technology increasingly used and evaluated as a viable procedure to
increase the shelf life of fruits is the use of edible coatings, together with the
addition of essential oils in order to preserve the shelf life of these fruits. The work
aimed to develop, apply and characterize the effect of using bioactive edible
coatings, based on agar-agar or sodium alginate, added with essential oils of
thyme and/or sweet orange, with antimicrobial properties, especially anti-Listeria
monocytogenes on The strawberry. The effect of the coatings on the
physicochemical, microbiological and sensory characteristics that determine the
shelf life of strawberries was verified in the times of 1, 8 and 15 days after the
product was elaborated. The effect against Listeria monocytogenes bacteria in
strawberries artificially contaminated with this microorganism was also evaluated.
It was possible to determine that the alginate coating, added with sweet orange
and thyme essential oil, presented the best results, both from a physicochemical
and antimicrobial point of view in the analyzed samples. As for Listeria
Monocytogenes, the coating applied after the contamination of the fruit showed
an antimicrobial effect. Sensory analysis using the Implicit Association Test
method had an association of “yes” or “no” responses with time in seconds,
related to each coverage presented.

Keywords: shelf life, edible coatings, antimicrobial properties.
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l.Introducéo

Com as mudancas de habitos e estilo de vida das pessoas no mundo todo,
buscando uma alimentacdo mais saudavel, a sociedade moderna vem
incrementando o mercado de alimentos. O nicho de frutas prontas para consumo
OuU que exigem pouco ou nenhum preparo para serem consumidas com
seguranca, tem sido cada vez mais explorado, em especial pela conveniéncia e
praticidade que estes produtos oferecem, tanto na hora de comprar quanto na
hora de consumir (ALVES et al, 2011,; ANTUNES et al, 2012).

Por outro lado, nas ultimas décadas, o aumento de toxinfec¢des por
alimentos tem preocupado as organizacdes responsaveis pela saude publica
mundial. A epidemiologia de doencas causadas por microrganismos presentes
em alimentos tem mudado, em funcdo de fatores como aumento da
suscetibilidade da populacdo, mudancas no comportamento alimentar e
aparecimento de patdégenos emergentes, que estdo envolvidos na producao,
processamento e distribuicdo de alimentos (GOMEZ-ALDAPA et al, 2017).

O morango é uma fruta muito tradicional que pode ser consumida in
natura ou em diversas preparacfes, tais como caldas, iogurtes, bebidas,
biscoitos e sorvetes, entre outras. Além de ter uma producdo sazonal, € uma
fruta muito delicada com alta taxa respiratéria, sendo, por isso, altamente
perecivel (CASTRICINI et al, 2017). A comercializacdo de morangos a grandes
distancias é dificultada devido a sua elevada perecibilidade, decorrente
principalmente da sua suscetibilidade ao desenvolvimento de agentes
microbianos, inclusive patogénicos (CUNHA JUNIOR et al, 2012).

Uma preocupacdo quanto a qualidade do morango, diz respeito a
presenca de Listeria spp, comumente associada com matéria vegetal e solo e
gue pode ser mais comum em frutas e vegetal cultivados em estreita associacao
com o solo (SIQUEIRA, 2013). A Listeria spp., € um género bacteriano que inclui
espécies patogénicas encontradas amplamente distribuidas na natureza, ja
tendo sido isoladas de uma grande variedade de locais, principalmente pelos
alimentos. Dentre suas espécies Listeria monocytogenes é considerada a
espécie patogénica para o homem, causa a listeriose, que € uma infeccao

alimentar severa, com alta taxa de mortalidade em imunodeprimidos.
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Conhecendo-se a ampla distribuicdo de L. monocytogenes na natureza,
sua patogenicidade, capacidade de sobreviver mesmo em alimentos
refrigerados e a sua importancia em relacdo a saude publica, torna-se necessario
a elaboracdo de medidas eficazes relacionadas a pesquisa deste patégeno em
alimentos e no controle da contaminacéo (SIQUEIRA, 2013).

A utilizacdo de Oleos essenciais com a finalidade de minimizar
contaminantes microbiologicos, inclusive patégenos, em alimentos tem sido uma
importante alternativa, considerando a sua forte acdo antimicrobiana e a sua
baixissima toxicidade. Estes compostos atuam na membrana plasmética,
levando ao vazamento de substratos citoplasmaticos, resultando em morte
celular, podendo ser um importante aliado na conservacgéao de frutas (MIYAGUE
et al, 2013).

Uma tecnologia alternativa cada vez mais utilizada e avaliada como um
procedimento viavel para elevar o tempo de vida de frutas, € o emprego de
coberturas comestiveis. Estes revestimentos tém por objetivo apresentar uma
atuacao funcional e coadjuvante, contribuindo para a preservacéo da textura e
do valor nutricional, reduzindo as trocas gasosas superficiais, 0s processos
oxidativos e a perda ou ganho excessivo de agua. Ao promover alteracées na
permeacao e, por conseguinte, alterar a atmosfera interna, essas coberturas tém
sido indicadas, principalmente, para produtos com alta taxa respiratéoria (ASSIS;
BRITTO, 2014).

A limitacdo sensorial da aplicacéo direta de 6leos essenciais em alimentos
€ um fator que contribui para um menor nimero de estudos envolvendo esta
pratica, tendo em vista a acentuada modificacdo que causam no sabor e no
aroma do produto. Diante disso, uma opc¢do para a utilizacdo direta seria a
inclusédo de 6leos essenciais em filmes ou coberturas comestiveis bioativas, que
permitissem a acdo do 6leo sem alterar significativamente as caracteristicas
sensoriais do produto (DANNENBERG et al., 2017).

Com o propdsito de testar a potencialidade de coberturas bioativas a base
de agar-agar e alginato, incorporadas com 6leo essencial de tomilho e 6leo
essencial de laranja doce, idealizou-se aplica-las em morangos de forma a
manter as caracteristicas fisico-quimicas, inibir o desenvolvimento fangico e

bacteriano e avaliar o potencial antimicrobiano frente a Listeria monocytogenes.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver, aplicar e caracterizar o efeito da utilizacdo de coberturas
comestiveis bioativas a base de 4gar-agar ou de alginato de sédio adicionadas
de Oleos essenciais de tomilho e/lou de laranja, com propriedades

antimicrobianas especialmente anti-Listeria monocytogenes sobre o morango.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver coberturas bioativas a base de agar-agar adicionadas de
Oleos essenciais de tomilho e/ou de laranja doce;

Desenvolver coberturas bioativas a base de alginato de sodio adicionadas
de Oleos essenciais de tomilho e/ou de laranja doce;

Aplicar as coberturas bioativas a base de &gar-agar ou de alginato de
sodio adicionadas de Oleos essenciais de tomilho e/ou de laranja doce em
morangos e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas;

Aplicar as coberturas bioativas adicionadas de O6leos essenciais de
tomilho e/ou de laranja doce em morangos e avaliar a atividade antibacteriana
frente a Listeria monocytogenes;

Caracterizar o efeito da utlizacdo das coberturas comestiveis bioativas no
tocante aos aspectos fisico-quimicos, microbiolégicos e sensoriais

determinantes da vida util de morangos.
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3 Hipoteses

Coberturas bioativas de agar-agar ou de alginato de sédio com adicao de
Oleo essencial de tomilho e/ou de laranja doce mantém as caracteristicas fisico-
quimicas e inibem o desenvolvimento de bactérias e fungos em morangos.

Morangos com coberturas bioativas incorporados com 0leo essencial de
tomilho e/ou 6leo essencial de laranja doce, apresentam efeito antimicrobiano
frente a Listeria monocytogenes.

Morangos com coberturas bioativas de agar-agar ou alginato de sédio
incorporados com 6leo essencial de tomilho e/ou de laranja doce, apresentam

aceitacado para o consumo.
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4 Revisao de Literatura

Frutas prontas para consumo ou que exigem pouco ou henhum preparo
para serem consumidas com seguranca, estdo sendo cada vez mais
demandadas, principalmente pela conveniéncia e praticidade que estes produtos
oferecem, tanto na hora de comprar quanto na hora de consumir (ANTUNES et
al, 2012; ALVES et al, 2011).

As frutas desempenham um papel muito importante em nossa
alimentacdo. S&o fontes naturais de vitaminas e sais minerais, além de
fornecerem fibras e outros nutrientes que contribuem para a prevencao de
doencas.

Entre as frutas de preferéncia do consumidor esta o morango, ndo apenas

pelo seu sabor, mas também em raz&o do seu valor nutricional.

4.1 O morango

O morango é cultivado em diversos paises e, no Brasil, alcanca uma
producédo de 8.926 kg/ha (FAO Stat, 2018) concentrando a sua maior producao
em estados abrangidos por regibes de clima temperado e subtropical, que
oferecem as melhores condi¢cbes para seu desenvolvimento, como de Estados
de Minas Gerais, S8o Paulo, Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina
(OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2009).

O morangueiro é uma planta pertencente a familia das Roséaceas, que
possui espécies frutiferas de interesse econémico. E das regides de clima
temperado da Europa e das Américas. A espécie de morangueiro produzida
comercialmente nos dias de hoje é um hibrido natural, resultante de um
cruzamento casual entre duas espécies americanas levadas a Franca
(ANTUNES et al, 2011). E uma planta herbacea perene, com caules curtos
(coroas) e folhas densamente espacadas. O morango produz frutas acessorias
e agregadas complexas compostas por aquénios e um receptaculo. Os aquénios
sdo pequenos frutos secos, de semente Unica, enquanto o receptaculo é
considerado anatomicamente equivalente ao tecido do meristema floral
(HOLLENDER et al., 2012).
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Assim como a framboesa, mirtilo e gojiberry, 0 morango pertence ao grupo
das frutas vermelhas, também conhecido por berries. Esse grupo se caracteriza
por frutas ricas em vitaminas (A, C, E e do complexo B), minerais, compostos
fendlicos (acido elagico e galico) e flavondides (catequinas, quercetinas e
antocianinas), sendo atribuidas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes
nessas frutas (CARDOZO; MAFRA, 2015). Os morangos sao benéficos para a
dieta humana como fonte de macro e micronutrientes, vitaminas e antioxidantes
promotores de saude (GIAMPIERI et al., 2015).

E classificado como fruto ndo-climatérico e possui alta taxa respiratoria,
sendo assim, é muito perecivel e tem curto tempo de vida pds-colheita. O ponto
de maturacdo do fruto durante a colheita é de essencial importancia, pois
influéncia diretamente na palatabilidade e aparéncia do fruto e,
conseguentemente, na aceitacdo pelo consumidor (GONCALVES et al., 2012).

De acordo com Chitarra e Chitarra (1990) o morango alcanca, apds sua
colheita, uma vida de até 10 dias se atendidas suas necessidades de
temperaturas entre 0-5 °C, com 10% de oxigénio e 15-20% de COa..

Em decorréncia do grau de exigéncia desses frutos durante seu
armazenamento e a dificuldade de certos comércios manterem este controle, a
intensa atividade metabdlica do morango, associada a sua suscetibilidade frente
a acao de microrganismos, apresenta uma vida de prateleira relativamente mais
curta do que o esperado.

O morango € afetado por varios patdgenos, incluindo fungos, bactérias,
virus e nematdides. Os patdégenos economicamente mais impactantes do
morango séo os fungos, principalmente Rhizopus stolonifer, Penicillium digitatum
e Botrytis cinerea, que podem infectar todas as partes da planta e causar danos
graves ou a morte do fruto (GALINDO et al., 2011).

O morango é muito conhecido pelo seu sabor doce e propriedades
sensoriais, e tem sido observado seus efeitos no tratamento de doencas cronicas
como cancer e doencas cardiacas, além de ser uma fonte importante de algumas
vitaminas como a vitamina C, vitamina A e folatos. A cor é provavelmente o
atributo de aparéncia mais importante no morango, sendo causado pelo acumulo
de antocianinas. Aglcares séo implicados no sabor da fruta e determina o valor

calorico dos morangos. Acidos organicos estéo envolvidos no sabor, textura, pH
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e cor dos morangos, alterando a qualidade desta fruta (DIEL et al, 2018;
ORNELAS-PAZ, 2015; GIAMPIERI et al, 2012).

Nutricionalmente o morango apresenta caracterisicas relevantes a salde
do consumidor, por possuir elevado percentual de fibras, tem potencial para
reduzir a glicemia sanguinea e possui efeito de saciedade. Em menor grau sao
fontes de acidos graxos essenciais, ja que o 6leo de semente de morango € rico
em acidos graxos insaturados. Por possuir grandes quantidades de vitamina C,
0 morango é uma fonte importante para nutricio humana. E considerado também
um alimento fonte de folato e apresenta cerca de 20 a 25g/100g de manganés,
fornecendo mais de 20% da ingestéo diaria adequeda, além de ser uma fonte de
varias outras vitaminas, como a tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B6,
vitamina K, vitamina A e vitamina E (GIAMPIERI et al, 2012).

Durante o periodo de amadurecimento do morango ocorrem diversas
transformacdes, o processo de maturacdo do morango resulta em uma série de
alteragdes no fruto, caracterizadas por alteragbes fisioldgicas e bioquimicas
como mudancga de cor, melhoria da aparéncia, reducao da firmeza de polpa,
perda de massa, aumento dos teores de sélidos solluveis totais e diminuicdo do
teor de acidez total titulavel. Tais indicadores servem como parametro de
qualidade dos frutos (PRATES; ASCHERI, 2011).

A perda ou reducao da firmeza é, conforme Aday et al. (2013), resultado
da acdo enzimatica sobre componentes da parede celular. A perda de agua dos
tecidos do fruto em razao da evaporacao pela transpiracdo do fruto pode levar a
perda de massa, alteracbes na firmeza e na aparéncia (VELICKOVA et al.,
2013). A taxa limite para perda de massa do morango varia de 6 % a 10 %
(NUNES et al., 1995). A perda de massa de morangos pode ser minimizada com
0 uso de baixas temperaturas e umidade relativa do ambiente maior que 90%
(VICENTE et al., 2002).

O morango apresenta uma taxa respiratéria de aproximadamente de 6mg
a 10mg de CO2/kg.h a 0°C, a qual aumenta de quatro a cinco vezes quando a
temperatura sobe para 10°C, e até dez vezes se a temperatura alcanca 20°C
(MITCHAM et al.,, 2003). Em decorréncia dessa alta perecibilidade, a

comercializacao e a disponibilidade de morangos sé&o restritas.
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A rapida deterioracdo dos frutos e as doencas pdés-colheita acarretam
perdas consideraveis, qualitativas e econbmicas. A contaminacao
microbiolégica, injarias mecanicas, desidratacdo e perda de turgor estdo entre
0s principais fatores limitantes da vida utii dos morangos. Dessa forma,
tecnologias estdo sendo estudadas com o objetivo de prolongar a sua vida util.
Como os frutos de morango sao consumidos preferencialmente in natura torna-
se interessante a utilizacdo de material biodegradavel e comestivel para
aumentar seu periodo de comercializacdo, sem que seja alterado o sabor, a cor
e 0 aroma dos frutos (PRATES; ASCHERI, 2011; GARCIA, 2006)

De acordo com Shigematsu (2017), o processamento minimo, em razao
do manuseio e do aumento de injurias mecanicas, resulta na perda da
integridade celular e consequente dano a compartimentalizacdo de enzimas e
substratos. Sendo assim, contribui para reacdes de escurecimento e formacao
de metabdlitos secundarios envolvidos na producdo de odores desagradaveis
favorecendo também a contaminacdo de frutas por microrganismos, inclusive
patogénicos, que por sua vez aceleram a degradacao e a perda de qualidade e
reduzem o tempo de vida Gtil dos produtos.

Outro problema observado na fruta é a deterioracao pés-colheita, a qual

€ normalmente retardada pelo armazenamento em baixas temperaturas, em
atmosferas controladas ou pela utilizagcdo de tratamentos que reduzem o
metabolismo do produto (GARCIA, 2006).
As embalagens utilizadas para comercializacdo sao recipientes de polietileno
tereftalato (PET), geralmente transparentes, ou entdo bandejas de poliestireno
expandido (isopor), cobertas com filme de polivinil cloreto (PVC) maleavel ou
com tampas perfuradas. Normalmente a capacidade é de 250 a 500mg de
morangos, distribuidas em uma ou duas camadas. Durante 0 armazenamento
recomenda-se manter a temperatura da camara fria de 0 a 1°C e a umidade
relativa entre 90-95% (EMBRAPA, 2005).

No entanto, ndo s6 sob o aspecto da conservacao e tempo de prateleira
do morango cabe atencéo, mas em especial pela importancia de se evitar a sua
contaminacdo por agentes patogénicos capazes de produzir doencas nos

consumidores.
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4.2 Doengas transmitidas por alimentos e os microrganismos

De acordo com a Portaria n°. 20 de 2017 da Secretaria da Saude do
estado do Rio Grande do Sul, na categoria de alimentos minimamente
processados (MP) sédo incluidos os vegetais, ou seja, frutas, legumes, hortalicas,
ou suas combinacdes, que tenham passado por algum tipo de processamento
como selecao, corte, fatiamento, lavagem, desinfeccéo, enxague, centrifugacéo,
embalagem e armazenamento (RIO GRANDE DO SUL, ANEXO |, 2017).
Também se incluem outros alimentos que permitam a manutencdo de estado
fresco, devida qualidade sensorial e que apresente seguranca para 0 cCOnsumo.

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) ocorrem pela ingestado de
alimentos sélidos ou liquidos contaminados com microrganismos patogénicos
que afetam a saude do consumidor em forma individual ou coletiva. Um aumento
nos surtos de doencas transmitidas por alimentos nos ultimos anos tem sido
associado ao maior consumo de frutas e vegetais frescos. A contaminacao
bacteriana pode ocorrer em qualquer uma das etapas de processamento, tais
como colheita, corte, lavagem, imerséo, desidratacéo, mistura e/ou embalagem
destes alimentos (GOMEZ-ALDAPA et al, 2017; SIQUEIRA, 2013;).

A demanda por frutas e hortalicas com processamento minimo vem
crescendo em especial pelo interesse de consumidores em busca de alimentos
saudaveis associados a praticidade e conveniéncia. Para reducdo da
contaminacgao dos alimentos e das notificacbes de surto de origem alimentar, as
boas praticas de manipulacdo surgem como importante ferramenta de
prevencgao e como conceito genérico, consiste em procedimentos que devem ser
adotados por servigos de alimentagcdo a fim de garantir a qualidade higiénico-
sanitaria e a conformidade dos alimentos com objetivo de produzir alimentos
seguros ao consumidor (SIQUEIRA, 2013).

4.3 Microrganismos indicadores da qualidade microbiol6gica dos
alimentos

Ha grupos de microrganismos que, por meio de sua avaliagédo, pode-se
identificar as condi¢gfes sanitarias, higiene do processamento e armazenamento

dos alimentos, bem como a presenca de microrganismos patogénicos, entre



18

outras caracteristicas. Franco e Landgraf (2005) definem microrganismos
indicadores como sendo grupos ou espécies de microrganismos cuja presenca
no alimento pode informar a respeito da ocorréncia de contaminacéo fecal,
presenca de patdgeno, potencial deterioracdo, ou ainda, indicar mas condicdes
sanitarias em alguma das etapas percorridas pelo alimento até chegar ao
consumidor (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

4.3.1 Bactérias anaerdbias

A presenca desses microrganismos indica a ocorréncia no alimento de
condi¢cdes favoraveis a multiplicacdo de patdgenos anaerdbios, como o
Clostridium perfringens ou o Clostridium botulinum (FRANCO; LANDGRAF,
2005).

4.3.2 Coliformes

Sdo bacilos Gram-negativos e ndo formam esporos. Esse grupo é
constituido de bactérias da familia Enterobacteriaceae que ao sofrerem
incubacdo entre 35 e 37°C por 48h, sdo capazes de fermentar lactose
produzindo gas (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Os coliformes termotolerantes pertencem aos coliformes totais como um
subgrupo desses, especifico de bactérias fermentadoras de lactose a
temperatura de 44,5 a 45,5°C, com producéo de gas. A ocorréncia de coliformes
termotolerantes em alimentos ndo configura exatamente uma contaminacao de
origem fecal, mas pode indicar importantes problemas de higiene durante ou
apos o processo de fabricacdo de determinados alimentos.

Em alimentos de origem vegetal, em estado fresco, segundo Franco e
Landgraf (2005), o unico indicador considerado valido de contaminagéo fecal é
a E. coli, tendo em vista a ocorréncia natural dos outros indicadores de

contaminacao fecal nessas espécies de alimentos.
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4.3.3 Microrganismos psicrotroficos

Os microrganismos psicrotroficos sdo aqueles que possuem, em geral,
uma temperatura de crescimento entre 20 e 30 °C, mas com capacidade de
adaptar ao frio através da alteracdo de seu metabolismo podendo apresentar
crescimento em temperaturas de 0° e 7°C, com variacdo dessa velocidade
dependendo do microrganismo, produzindo colbnias ou turvacdo do meio de
cultura num periodo de sete a 10 dias (FRANCO; LANDGRAF, 2005), podendo
apresentar crescimento em temperaturas mais elevada, como o caso da Listeria

monocytogenes.

4.3.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes foi reconhecida como agente patogénico da
listeriose, apds os surtos na década de 80 na América do Norte e Europa, com
consequéncias sérias, invasivas e com risco de morte. Além do alto prejuizo
econdbmico tanto para os 6rgdos publicos quanto para as industrias, que
passaram a demandar maior atencao para o patdégeno, ao mesmo tempo se
reconheceu o0 envolvimento e a importancia dos alimentos na cadeia de
transmissao da listeriose ao homem (SIQUEIRA, 2013).

O género Listeria esta relacionado filogeneticamente aos géneros
Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus e Brochotrix.
Atualmente é composto por dez espécies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae, L.
fleischmannii, e L. weihenstephanensis (ZHANG et al., 2007; HALTER,
NEUHAUS; SCHERER, 2013). Apenas duas espécies sdo reconhecidamente
patogénicas, L. monocytogenes que pode infectar uma variedade de espécies
animais, incluindo o homem e L. ivanovii que apresenta patogenicidade restrita
aos ruminantes (JEYALETCHUMI, 2010).

Listeria monocytogenes é o agente causador da listeriose, uma doenca
geralmente ligada ao consumo de alimentos contaminados. Historicamente, 0s
alimentos associados a casos de listeriose foram carnes frias e queijos moles,
no entanto, uma mudanca recente foi observada com um namero crescente de

surtos ligados a produtos frescos (CDC 2021).
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Esta enfermidade nos seres humanos apresenta sintomas que incluem
septicemia, meningite, encefalite, infeccao cervical ou intrauterina em gestantes,
as quais podem provocar aborto ou nascimento prematuro. Gastrenterite com
nauseas e vomitos pode proceder ou acompanhar as manifestacdes nas formas
mais graves da doenca. Ocorrem principalmente em pessoas pertencentes a
grupos de risco, tais como gestantes, idosos, criancas e individuos
imunossuprimidos devido ao uso de medicamentos como corticosteroides,
drogas para cancer, e transplantados. O periodo de incubacéo é longo, podendo
variar de 3 a 90 dias, o que dificulta a identificacdo do patdgeno e o rastreamento
para identificacdo do alimento contaminado que tenha causado a doenca
(SIQUEIRA, 2013).

O diagnostico pode ser feito pela identificagdo dos sinais clinicos e
sintomas, do isolamento bacteriano de material clinico como sangue, liquido
cefalorraquidiano, liquido amnidtico, figado, baco, placenta e feto. A identificacdo
também pode ser feita por imuno-histoquimica e achados histopatologicos
(SIQUEIRA, 2013).

A patogénese da listeriose consiste na internalizacdo da bactéria por
fagocitose por células ndo fagociticas de diferentes tecidos e o6rgdos. A
estratégia de invasdo, célula a célula, permite a sua disseminacao no interior dos
tecidos hospedeiros e a formacao de focos infecciosos ficando assim protegidos
das defesas do hospedeiro, como o0s anticorpos circulantes. Cada etapa do
parasitismo intracelular por L. monocytogenes dependera da producdo de
fatores de viruléncia, exercidos por diversas proteinas que estdo envolvidas nas
fases do ciclo intracelular. Em relacé@o as outras doencgas de origem alimentar a
listeriose apresenta uma baixa incidéncia, mas com indices de mortalidade
superiores a 30% em populacdo de risco. Apesar das outras formas de
transmissdo, os alimentos tém sido claramente identificados como a mais
importante fonte de infeccdo (ROWLANDS, 2013).

A dificuldade de eliminar este microrganismo das industrias é
potencializada pelas condi¢cdes de umidade, temperatura e presenca de matéria
organica nas plantas, que aliadas a habilidade do patégeno em formar biofilmes
podem desencadear a colonizacdo de superficies e equipamentos (SIQUEIRA,
2013).
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A alta ocorréncia do patdgeno em diversos alimentos associada aos altos
indices de mortalidade tornam L. monocytogenes um importante e complexo
problema de salude publica que tem provocado perdas para a industria de
alimentos devido aos inumeros recolhimentos, voluntarios e obrigatérios,
realizados principalmente nos Estados Unidos e Canada. De acordo com dados
disponibilizados por CDC (2016), estima-se que este patdogeno causa

aproximadamente 1.600 hospitalizacdes por ano nos Estados Unidos.

4.3.4.1 Caracteristicas de Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, com didmetro de
0,4 a 0,5um e comprimento de 0,51 a 2,0um, aerdbica, intracelular e anaerdbica
facultativa, ndo formadora de esporos, apresenta mobilidade caracteristica em
forma de “guarda-chuva” quando incubado em meio de cultura préprio entre 20
a 25°C. As colénias formadas sdo acinzentadas brilhantes sob iluminacao
normal e de coloracdo azul esverdeada quando observadas sob iluminacao
obliqua (JEYALETCHUMI et al, 2010).

Em relacdo a suas caracteristicas bioquimicas, € catalase positiva,
oxidase negativa, movel a 20°C, fermenta a glicose produzindo, principalmente,
acido latico, apresenta teste positivo para vermelho de metila e Voges-
Proskauer. Nao utiliza citrato, ndo produz indol e hidrolisa piruvato de sédio e
esculina. Também néo hidrolisa uréia, gelatina e caseina (SIQUEIRA, 2013).

As necessidades nutricionais sdo comuns as das bactérias Gram-
positivas. O pH para a multiplicacdo esta na faixa de 6 a 8 podendo crescer
também em 4,1 e 9,6. Apresenta crescimento na faixa de 3°C e 45°C
classificando a como psicotroficas, podendo suportar repetidos congelamentos
e descongelamentos. Os meios de cultura ideais para seu crescimento sao Brain
Heart Infusion (BHI) e Agar Tripticase de Soja (TSA) (SIQUEIRA, 2013,
FERREIRA, 2014).

A atividade de agua 6tima para o crescimento € proxima a 0,97, porém
este agente tem a capacidade de se multiplicar em valores proximos a 0,92, que
é considerado um valor muito baixo para desenvolvimento de patdogenos
vinculados por alimentos (SIQUEIRA, 2013).
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L. monocytogenes tem habilidade de produzir biofilme e sobreviver por
varios meses em ambientes processadores de alimentos. A estrutura do biofilme

protege o microrganismo de fatores fisicos e quimicos (MIYAGUE et al, 2013).

4.3.4.2 Regulamentacgdes para Listeria monocytogenes em alimentos

Alguns paises estabeleceram limites legais para o nivel de contaminacao
de microrganismos permitidos em alimentos, especialmente para os produtos
prontos para consumo, enquanto outros paises tém sugerido procedimentos ou
critérios que ndo tem amparo legal (JAY, 2005).

Os EUA adotaram a politica de “tolerancia zero”, de modo que a presenga
de L. monocytogenes em 25¢g de qualquer tipo de alimento pronto para o
consumo € considerado inaceitavel, caracterizando o improprio para o0 consumo
humano (MARTINS, 2009).

No Brasil, os padrbes microbiolégicos para alimentos, estabelecido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pela IN n°60 de 2019 definiu
a auséncia de L. monocytogene sem 25g somente para alguns queijos. Para os
demais alimentos ndo sdo contemplados limites especificos para esta bactéria
(BRASIL, 2019).

4.4 Oleos essenciais e sua acdo antimicrobiana

Oleos essenciais s&0 compostos naturais isolados de plantas aromaticas,
e tém sido usados para uma ampla variedade de propdésitos como remédios
usados na satde humana como alimentos funcionais, como aditivos alimentares,
suplementos nutricionais e fabricacdo de cosméticos. Os 6leos essenciais tém
baixa toxicidade em mamiferos e degradam-se rapidamente na agua e no solo,
tornando-os favoraveis ao meio ambiente. S&o extraidos de diversas plantas em
diferentes lugares (flor, semente, raiz) por diversas técnicas, como por exemplo,
extracao por solventes, destilagédo a vapor, sendo este ultimo o mais utilizado em
escala de producdo comercial, por apresentar 93% de extracdo, sendo mais
barato quando comparado com métodos mais avancados (GALINDO, 2017,
KAVANAUGH, 2012).
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Alguns 6leos essenciais possuem naturalmente a funcéo de antioxidantes
e sdo eficazes para inibir diferentes doencas humanas devido as suas
propriedades antirradicais e antimicrobianas. Portanto, a investigagdo de
compostos bioativos particularmente polifendis de fontes vegetais naturais,
incluindo ervas e especiarias, ttm uma tendéncia crescente. Os 0leos essenciais
de plantas tém potenciais efeitos benéficos em certas condigcbes de saude.
Estes, geralmente reconhecidos como substancias de natureza segura, inibem
a oxidacao lipidica em alimentos, podendo servir como aditivos naturais em
alimentos e produtos alimenticios (ZENGIN, 2014; KAVANAUGH, 2012;
ANTUNES et al, 2012).

Estes compostos atuam na membrana plasmatica de microrganismos,
levando ao vazamento de substratos citoplasmaticos, resultando em morte
celular. No entanto, a maioria destes compostos altera significativamente os
aspectos sensoriais dos produtos alimenticios quando adicionados em doses
antimicrobianas eficientes (MIYAGUE et al, 2013).

Os 0leos essenciais sdo uma mistura de compostos volateis e consistem
principalmente de hidrocarbonetos monoterpenos. Oleos citricos sdo uma
mistura de mais de trés compostos: hidrocarbonetos terpénicos, compostos
oxigenados e compostos ndo volateis. A fracdo terpeno pode ser de 50 a mais
de 95% do Oleo; no entanto, tem pouca contribuicdo para o sabor e fragrancia
do 6leo (ALl et al, 2012).

Alguns cientistas relataram a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais
de orégano, tomilho, salvia, alecrim, cravo, coentro, alho e cebola contra
bactérias e fungos. A composicdo, estrutura, bem como grupos funcionais dos
0leos desempenham um papel importante na determinacdo de sua atividade
antimicrobiana. Estes efeitos variam para a conservacéao de culturas alimentares
armazenadas, em particular, a atividade antimicrobiana de 6leos formou a base
de muitas aplicagdes, incluindo a preservacao de alimentos crus e processados,
a fim de prolongar a vida de prateleira destes alimentos (TONGNUANCHAN E
BENJAKUL, 2014).

O dleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) possui uma substancia
chamada carvacrol, sendo o principal componente (45%) destes 6leos, € capaz

de desintegrar a membrana externa de bactérias Gram-negativas, liberando
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lipopolissacarideos e aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica ao ATP. Para bactérias gram-positivas, € capaz de interagir com
membranas e alterar a permeabilidade de cations como H* e K*. A remocéo do
substituinte do anel alifatico do carvacrol diminui ligeiramente a atividade
antimicrobiana (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

O Oleo essencial de laranja doce (Citrus aurantium var. Dulcis) se
encontra em grandes quantidades no flavedo da fruta. A casca das frutas citricas
compreende duas camadas, camada externa vermelha como flavedo e camada
branca interna como albedo. O flavedo é muito fino e fragil contendo vesiculas
oliferas no interior que podem ser recolhidos por raspagem, sendo sua camada
interna geralmente incolor e esponjosa de mesofilo que muda de caréater e
espessura ao longo do desenvolvimento da fruta, propriedade que pode
determinar a facilidade de peeling. O albedo, deitado sob o flavedo consiste em
células semelhantes a tubulacdes unidas para formar a massa de tecido
comprimida na area intercelular. O albedo € rico em flavonodides, que, se
transferidos para o suco, confere gosto amargo (ETEBU; NWAUZOMA, 2014).

Utilizado também como componente ativo para aplicacdo em embalagens
de alimentos, os 6leos essenciais aumentam significativamente a barreira de
vapor de agua, devido a sua caracteristica hidrofébica. A utilizacdo de 6leos
essenciais em alimentos deve ser cautelosa, pelo fato de que o excesso de
compostos aroméaticos no alimento acarretara caracteristicas sensoriais
indesejaveis (GALINDO, 2017).

Ha a necessidade de minimizar os riscos de contaminacao de alimentos,
no entanto, os consumidores estao exigindo produtos levemente processados
gue mantenham seu sabor e vida Util prolongada. Assim, o uso de conservantes
naturais, como 0s O6leos essenciais, que poderiam evitar o0 crescimento

microbiano em alimentos € uma tendéncia atual (MIYAGUE et al, 2013).

4.5 Coberturas comestiveis

As coberturas comestiveis estdo sendo amplamente testadas em fungéo
de poderem, potencialmente, aumentar a vida uatil das frutas. Podem ser

definidas como uma fina camada, aplicada sobre o produto, que, em fungao de
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sua permeabilidade aos gases, vapor de agua e solutos, reduz o metabolismo
do produto, podendo assim, prolongar sua vida Gtil e sua acdo antimicrobiana
(GARCIA, 2006; PARREIDT et al, 2018; ANTUNES et al, 2012).

Como objetivo as coberturas comestiveis podem apresentar uma atuacao
funcional e coadjuvante, contribuindo para a preservacao da textura e do valor
nutricional, reduzindo as trocas gasosas superficiais e a perda ou ganho
excessivo de agua. Ao promover alteracdes na permeacao e, por conseguinte,
modificar a atmosfera interna, essas coberturas tém sido indicadas,
principalmente, para produtos com alta taxa de respiragdo. S&o aplicadas ou
formadas diretamente sobre a superficie das frutas, configurando membranas
delgadas, imperceptiveis a olho nu e com diversas caracteristicas estruturais,
que séo dependentes da formulagédo da solugdo filmogénica precursora. Como
estas coberturas passam a fazer parte do alimento a serem consumidos, 0S
materiais empregados em sua formacédo devem ser considerados como atoxicos
e seguros para o uso em alimentos. (ASSIS; BRITTO, 2014).

As coberturas podem atuar como veiculos para uma ampla quantidade de
aditivos alimentares, incluindo agentes anti-escurecimento, corantes,
aromatizantes, nutrientes, especiarias e diversos compostos antimicrobianos
gue estenderiam a vida de prateleira desses produtos e reduziriam o risco de
crescimento de patdgenos na superficie dos alimentos. As substancias mais
utilizadas na elaboracao de filmes e coberturas comestiveis sdo as proteinas
(gelatina, caseina, ovo albumina, gluten de trigo e proteinas miofibrilares) e os
polissacarideos (amido e seus derivados, pectina, celulose e seus derivados,
alginato) e os lipidios (monoglicerideos acetilados, acido estearico, ceras e
ésteres de acido graxo) ou a combinacao dos mesmos (SHIGEMATSU, 2017).

Os revestimentos a base de polissacarideos sao considerados um dos
materiais mais promissores para serem aplicados na producédo de filmes e
coberturas comestiveis. Prolongam a vida de prateleira de frutas e hortalicas,
devido a seletiva permeabilidade destes polimeros para Oz e CO2, modificando

0 ambiente interno de frutas, atrasando a senescéncia (SHIGEMATSU, 2017).
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4.5.1 Alginato

Os alginatos sao polissacarideos indigestos e de ocorréncia natural
comumente produzidos e refinados a partir de varios géneros de algas marrons
(principalmente Laminaria hyperborean, Macrocystispyrifera, Ascophyllum
nodosum). A estrutura molecular dos alginatos € composta de copolimeros
lineares binarios nao-ramificados de acido 3-D-manurdnico e de acido a-L-acido
gulurénico ligados por 1-4 ligacdes glicosidicas. A Food and Drug Administration
(FDA) classifica alginato de sodio de grau alimenticio como substancia
geralmente considerada segura e lista seu uso como agente emulsificante,
estabilizante, espessante e gelificante, assim sendo amplamente utilizado em
setores alimenticios (PARREIDTet al, 2018).

As caracteristicas do alginato, em particular, dependem da sua massa
molecular e da proporcéo e disposicdo dos mondmeros de acido manurénico e
gulurénico presentes, sendo esses aspectos dependentes da variedade da alga
marinha da qual o alginato é extraido, ou seja, diferentes algas produzem
alginatos que diferem na composicdo e estrutura, e também das condicGes
sazonais e de crescimento da prépria alga. Apresenta biodegradabilidade,
biocompatibilidade e auséncia de toxidez. E adicionado em diversos produtos
alimenticios, devido a sua ac¢ao gelificante e espessante. Portanto, é necessario
o conhecimento das propriedades estruturais e sensoriais do gel para melhor
adequar aos alimentos, pois sdo pontos decisivos na aceitabilidade e escolha do
consumidor. Os pesos moleculares da maioria dos alginatos variam entre 32.000
e 400.000 g/mol. A viscosidade das solucdes de alginato de sddio aumenta a
medida que aumenta a massa molecular e diminui o pH, alcangando méaxima
viscosidade no pH 3,0-3,5 (SHIGEMATSU,2017).

Filmes e coberturas de alginato de sodio sdo barreiras deficientes a
umidade, devido ao seu carater hidrofilico. Entretanto, a incorporacéo de calcio
reduz sua permeabilidade ao vapor de 4gua, através da reticulacéo, tornando os
filmes de alginato insoltiveis. Do mesmo modo, a incorporagéo de lipideos, como

emulsdo ou camada de revestimento na formacdo dos filmes, melhora
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significativamente suas propriedades de barreira ao vapor d'agua
(SHIGEMATSU,2017).

4.5.2 Agar-agar

De origem asiatica, o agar-agar forma uma gelatina de origem vegetal,
muito rica em fibra soluvel (94,8%) e minerais, ideal para espessar e gelificar
alimentos sem alterar ou adicionar qualquer sabor. O seu poder de gelificagéo é
10 vezes superior ao da gelatina de origem animal. Apresenta como um
fitocoloide com caracteristica ndo celulésica, que pode ser extraido da parede
celular de diversos géneros e espécies de algas marinhas vermelhas, as
Agardfitas pertencentes a classe Rodophyta (CORREIA, 2016).

A composicao do agar-agar se mostra como uma mistura heterogénea de
agarose e a agaropectina. A mistura desses dois polissacarideos confere
propriedades importantes ao agar-agar, como o alto poder geleificante, elevada
forca gel e alta transparéncia. Sua propriedade de formar gel atéxico ocorre
devido aos trés &tomos de hidrogénio em sua estrutura, que limitam a formacéao
de uma hélice pela molécula. O agar-agar, por ser insoluvel em agua fria e capaz
de absorver uma capacidade de agua 20 vezes 0 seu peso, expandindo
consideravelmente. Ele ainda possui em sua composi¢ao fibras, celulose,
nidrogalactose, baixa quantidade de proteinas e sais minerais (CORREIA, 2016).

A forca do gel do agar-agar esta diretamente influenciada por fatores
quimicos, como concentracdo, pH do meio, contetdo de agucar e viscosidade.
No entanto, a forca apresentada pelo gel varia inversamente ao valor do pH,
assim, quanto maior o pH do meio, menor a forca apresentada pelo gel. Quando
analisada em temperatura ambiente e com o decorrer do tempo, a viscosidade
tende a aumentar apresentando temperatura de fusdo de 85°C a 95°C e
temperatura de geleificagdo de 32°C a 45°C (RAGHAV, 2016; FERREIRA,
2015).

A fracdo geleificante do agar-agar possui uma estrutura de dupla hélice.
Esta estrutura agrega-se para formar uma estrutura tridimensional que retém as
moléculas de agua nos seus intersticios, formando assim géis termo reversiveis.

A propriedade de geleificacdo do agar-agar € devida aos trés atomos de
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hidrogénio equatorial nos residuos de 3,6- anidro-L-galactose, que limitam a
molécula para formar uma hélice. A interacéo das hélices causa a formacédo do
gel (FERREIRA, 2015).

A viscosidade de uma solucao de agar-agar € influenciada e dependente
da fonte da matéria-prima. A viscosidade as temperaturas acima do seu ponto
de geleificacdo € relativamente constante em pH de 4,5 a 9,0 e ndo é muito
afetada por idade ou forca ibnica dentro da gama de pH de 6,0 a 8,0. Entretanto,
iniciada a geleificacdo, a temperatura constante, a viscosidade aumenta com o
tempo. Geralmente, a viscosidade € menor a medida que a for¢a do gel aumenta.
O peso molecular médio do agar-agar varia entre 8,000 até mais de 100,000.
(CORREIA, 2016; ADIVITOS & INGREDIENTES, 2012).

Em seu estado natural, o agar-agar ocorre como carboidrato estrutural da
parede celular das algas agarofitas, existindo na forma de sais de célcio ou uma
mistura de sais de célcio e magnésio. E uma mistura heterogénea de dois tipos
de polissacarideos, que embora citados anteriormente serdo caracterizados na
sequéncia: a agarose, um polimero neutro, e a agaropectina, um polimero com
carga sulfatado. A agarose, fracdo geleificante, € uma molécula linear neutra,
essencialmente livre de sulfatos, que consiste em cadeias repetidas de unidades
alternadas b-1,3 D-galactose e a-1,4 3,6-anidro-L-galactose. A agaropectina,
fracdo ndo-geleificante, € um polissacarideo sulfatado (3% a 10% de sulfato)
composto de agarose e porcentagens variadas de éster sulfato, acido D-
glucurdnico e pequenas quantidades de acido piravico. A proporcédo destes dois
polimeros varia de acordo com a espécie da alga, sendo que a agarose € o
componente principal, representando cerca de 70% do total (ADITIVOS &
INGREDIENTES, 2012).

O agar-agar pode apresentar-se em diversas formas: po, flocos, barras e
fios. Para aplicacdes industriais, agar-agar em po é o mais utilizado. As formas
de flocos, barras e fios sdo mais utilizadas para fins culinarios. A producgéo de
agar-agar em p6 e em flocos pode ser realizada por dois métodos: gel-press ou
precipitacdo em solventes. No entanto, 0 método de precipitacdo em solventes
nao é muito utilizado atualmente pelo seu alto custo e baixa eficiéncia. O agar-
agar em forma de barras e fios € produzido por um sistema tradicional mais
artesanal (ADITIVOS; INGREDIENTES, 2012).
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Resumo

O morango € uma fruta que possui uma curta vida Gtil apés a colheita. Dentre os
fatores responséaveis pela perda de qualidade dos morangos estdo a alta
atividade metabdlica e alta susceptibilidade ao ataque microbiano. O objetivo no
presente trabalho sera estudar o efeito da aplicacdo de coberturas comestiveis
com base de gelatina, alginato e agar-agar com adicdo de Oleo essencial de
tomilho e laranja doce, avaliando o efeito das coberturas nas caracteristicas
fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais determinantes da vida util de
morangos nos tempos de 1, 7 e 15 dias apos elaboracdo do produto. Sera
também avaliado o efeito frente a bactéria Listeria monocytogenes em morangos
artificialmente contaminados com este microrganismo. Serdo realizadas as
andlises fisico-quimicas de determinacdo do pH, acidez titulavel, perda de
massa e solidos solaveis. Quanto as analises microbiolégicas serdo
quantificadas bactérias aerdbias mesofilas, bactérias psicrotréficas, fungos,
coliformes totais e termotolerantes. A andlise de Listeria monocytogenes seré a
verificacdo da sua presenca ou auséncia nas amostras artificialmente
contaminadas em tempos diferentes de armazenamento. A analise sensorial
serd realizada conforme o método de dominancia temporaldas sensacgfes a fim
de, avaliar a atributos como textura, aroma e sabor em relacdo as caracteristicas
gerais dos morangos com coberturas comestiveis adicionada de 6leo essencial
de tomilho ou de laranja doce.

Palavras-chave: vida util, coberturas comestiveis, propriedades

antimicrobianas, listeriose.
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l.Introducéo

O consumo de frutas tem aumentado em todo o mundo em funcéo de
alteracdes nos habitos de vida da sociedade moderna, que a cada dia busca-se
uma alimentacdo mais saudavel. Frutas prontas para consumo ou que exigem
pouco ou nenhum preparo para serem consumidas com seguranga, estdo sendo
cada vez mais demandadas, principalmente pela conveniéncia e praticidade que
estes produtos oferecem, tanto na hora de comprar quanto na hora de consumir
(ALVES et al, 2011, ANTUNES et al, 2012).

Nas ultimas décadas, o aumento de infec¢des por alimentos tem sido
preocupacdo mundial das organizacdes responsaveis pela saude publica. A
epidemiologia de doencas causadas por microrganismos presentes em
alimentos tem mudado, em funcéo de fatores como aumento da suscetibilidade
da populacdo, mudangas no comportamento alimentar e aparecimento de
microrganismos emergentes e reconhecidos como patdégenos, que estao
envolvidos na producao, processamento e distribuicdo de alimentos (GOMEZ-
ALDAPA et al, 2017).

O morango € uma fruta muito tradicional que pode ser consumida in
natura ou em diversas preparacdes, tais como caldas, iogurtes, bebidas,
biscoitos e sorvetes, entre outras. Além de ter uma producdo sazonal, € uma
fruta muito delicada com alta taxa respiratoria, sendo, por isso, altamente
perecivel (CASTRICINI et al,2017). A comercializacdo de morangos a grandes
distancias é dificultada devido a sua elevada perecibilidade, decorrente
principalmente devido suscetibilidade ao desenvolvimento de agentes
microbianos,inclusive patogénicos (CUNHA JUNIOR et al, 2012).

Listeria ssp., € um género bacteriano que inclui espécies patogénicas que
se encontram amplamente distribuidas na natureza, ja tendo sido isoladas de
uma grande variedade de locais e veiculadas ao homem, principalmente pelos
alimentos. Dentre suas espécies L. monocytogenes € a espécie patogénica para
o homem e causa a listeriose, que é uma infeccdo alimentar severa, com alta
taxa de mortalidade. E comumente associada com matéria vegetal e solo e foi
sugerido que pode ser mais comum em frutas e vegetais cultivados em estreita
associacéo com o solo (SIQUEIRA, 2013).
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Conhecendo-se a ampla distribuicdo de L. monocytogenes na natureza,
sua patogenicidade, capacidade de sobreviver mesmo em alimentos
refrigerados e a importancia em relagéo a saude publica, torna-se necessario a
elaboracdo de medidas eficazes no controle da contaminacdo (SIQUEIRA,
2013).

Nesse sentido a fim de, minimizar contaminantes patégenos tem sido
utilizado 6leos essenciais como acdo antimicrobiana, visando a inibicdo do
crescimento desses microrganismos em alimentos. Estes compostos atuam na
membrana plasmatica, levando ao vazamento de substratos citoplasmaticos,
resultando em morte celular, podendo ser um importante aliado na conservacao
de frutas (MIYAGUE et al, 2013).

Uma tecnologia alternativa cada vez mais utilizada e avaliada como um
procedimento viavel para elevar o tempo de vida de frutas, € o emprego de
coberturas comestiveis. Esses revestimentos tém por objetivo apresentar uma
atuacao funcional e coadjuvante, contribuindo para a preservacgéo da textura e
do valor nutricional, reduzindo as trocas gasosas superficiais e a perda ou ganho
excessivo de agua. Ao promover alteracbes na permeacao e, por conseguinte,
alterar a atmosfera interna, essas coberturas tém sido indicadas, principalmente,
para produtos com alta taxa de respiracao (ASSIS; BRITTO, 2014).

Raros séo os estudos onde 0s 6leos essenciais sdo aplicados diretamente
em alimentos, principalmente pela limitacdo sensorial de sua aplicacdo, as quais
modificam significativamente o sabor e o aroma do produto. Desse modo, uma
opcao para a utilizacao direta seria a inclusdo de 6leos essenciais em filmes ou
coberturas comestiveis bioativas, que permitissem a acdo do éleo sem alterar
significativamente as caracteristicas sensoriais do produto (DANNENBERG et
al., 2017).

Com o proposito de testar a potencialidade de coberturas bioativas a base
de gelatina, 4gar-agar e alginato, incorporadas com 6leo essencial de tomilho e
Oleo essencial de laranja doce, idealizou-se aplica-las em morangos de forma a
manter as caracteristicas fisico-quimicas, inibir o desenvolvimento fangico e
bacteriano e avaliar o com potencial antimicrobiano frente a Listeria

monocytogenes.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e aplicar coberturas comestiveis bioativas a
base de agar-agar e alginato adicionadas de 6leos essenciais de tomilho e 6leo
de laranja doce em morangos com propriedades antimicrobianas especialmente

anti-Listeria monocytogenes.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver coberturas bioativas a base de gelatina adicionada de dleo
essencial de tomilho e 6leo essencial de laranja doce;

- Desenvolver coberturas bioativas a base de agar-agar adicionadas de oleo
essencial de tomilho e 6leo essencial de laranja doce;

- Desenvolver coberturas bioativas a base de alginato adicionadas de Oleo
essencial de tomilho e 6leo essencial de laranja doce;

- Aplicar as coberturas bioativas em morangos e avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas e microbiolégicas;

- Verificar a aceitacdo do produto para o consumo através da analise sensorial,
- Aplicar as coberturas bioativas em morangos e avaliar a atividade

antibacteriana frente a Listeria monocytogenes.
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2. Hipoteses

Coberturas bioativas de &gar-agar e alginato com adicdo de Oleo
essencial de tomilho e dleo essencial de laranja doce mantém as caracteristicas
fisico-quimicas e inibem o desenvolvimento de bactérias e fungos em morangos.

Morangos com coberturas bioativas de agar-agar e alginato incorporados
com Oleo essencial de tomilho e 6leo essencial de laranja doce, apresentam
aceitacado para o consumo.

Morangos com coberturas bioativas de agar-agar e alginato incorporados
com Oleo essencial de tomilho e 6leo essencial de laranja doce, apresentam

efeito antimicrobiano frente a Listeria monocytogenes.
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3. Reviséo Bibliografica

Frutas prontas para consumo ou que exigem pouco ou henhum preparo
para serem consumidas com seguranca, estdo sendo cada vez mais
demandadas, principalmente pela conveniéncia e praticidade que estes produtos
oferecem, tanto na hora de comprar quanto na hora de consumir (ANTUNES et
al 2012; ALVES et al, 2011).

As frutas desempenham um papel muito importante em nossa
alimentacéo, sao fontes naturais de nutrientes, vitaminas e sais minerais, além
de fornecerem fibras e outros nutrientes que contribuem para a prevencéo de
doencas.

Entre as frutas que apresentam bastante aceitacdo entre mercado
consumidor esta o morango, ndo apenas pelo seu sabor, mas também em razéo
do seu valor nutricional. Na secao que se segue entramos detalhamos de forma

mais especifica 0s aspectos que envolvem essa fruta, tema do presente trabalho.

4.1 O morango

O morango é cultivado em diversos paises e, no Brasil, alcanca uma
producédo de 8.926 kg/ha (FAO Stat, 2018) concentrando a sua maior producao
em estados abrangidos por regibes de clima temperado e subtropical, que
oferecem as melhores condi¢cbes para seu desenvolvimento, como de Estados
de Minas Gerais, S8o Paulo, Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina
(OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2009).

Os morangos sao benéficos para a dieta humana como fonte de macro e
micronutrientes, vitaminas e antioxidantes promotores de saude (GIAMPIERI et
al., 2015). O morangueiro é uma planta pertencente a familia das Rosaceas, que
possui espécies frutiferas de interesse econdmico. E das regides de clima
temperado da Europa e das Américas. A espécie de morangueiro produzida
comercialmente nos dias de hoje é um hibrido natural, resultante de um
cruzamento casual entre duas espécies americanas levadas a Franga

(ANTUNES et al, 2011). E uma planta herbacea perene, com caules curtos



38

(coroas) e folhas densamente espacadas. O morango produz frutas acessorias
e agregadas complexas compostas por aquénios e um receptaculo. Os aquénios
sdo pequenos frutos secos, de semente Unica, enquanto o receptaculo é
considerado anatomicamente equivalente ao tecido do meristema floral
(HOLLENDER et al., 2012).

Assim como a framboesa, mirtilo e gojiberry, 0 morango pertence ao grupo
das frutas vermelhas, também conhecido por berries. Esse grupo se caracteriza
por frutas ricas em vitaminas (A, C, E e do complexo B), minerais, compostos
fendlicos (4cido eldgico e galico) e flavondides (catequinas, quercetinas e
antocianinas), sendo atribuidas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes
nessas frutas (CARDOZO; MAFRA, 2015).

E classificado como fruto ndo-climatérico e possui alta taxa respiratoria,
sendo assim, é muito perecivel e tem curto tempo de vida pds-colheita. O ponto
de maturacdo do fruto durante a colheita € de essencial importancia, pois
influencia diretamente na palatabilidade e aparéncia do fruto e,
conseguentemente, na aceitacdo pelo consumidor (GONCALVES et al., 2012).

De acordo com Chitarra e Chitarra (1990) o morango alcanca, ap6s sua

colheita, uma vida de até 10 dias se atendidas suas necessidades de
temperaturas entre 0-5 °C, com 10% de Oxigénio e 15-20% de CO..
Em decorréncia do grau de exigéncia desses frutos durante seu armazenamento
e a dificuldade de certos comércios manterem este controle, a intensa atividade
metabdlica do morango, associada a sua suscetibilidade frente a acdo de
microrganismos, apresenta uma vida de prateleira relativamente mais curta do
gue o esperado.

O morango € afetado por varios patdgenos, incluindo fungos, bactérias,
virus e nematoides. Os patdégenos economicamente mais impactantes do
morango séo os fungos, principalmente Rhizopus stolonifer, Penicillium digitatum
e Botrytis cinerea, que podem infectar todas as partes da planta e causar danos
graves ou a morte do fruto (GARRIDO et al., 2011).

O morango é muito conhecido pelo seu sabor doce e propriedades
sensoriais, e tem sido observado seus efeitos no tratamento de doencgas cronicas
como cancer e doencas cardiacas, além de ser uma fonte importante de algumas

vitaminas como a vitamina C, vitamina A e folatos. A cor é provavelmente o
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atributo de aparéncia mais importante no morango, sendo causadopelo acumulo
de antocianinas. Acucares sao implicados no sabor da frutae determinacaodo
valor calérico dos morangos. Acidos organicos estdo envolvidos no
sabor,textura, pH e cor dos morangos, alterando a qualidade desta fruta (DIEL
et al, 2018; ORNELAS-PAZ, 2015; GIAMPIERI et al, 2012).

Nutricionalmente, 0 morango apresenta caracterisicas relevantes a salde
do consumidor. Em razdo do elevado percentual de fibras tem potencial para
reduzir a glicemia sanguinea, além de ter efeito de saciedade. Em menor grau
séo fontes de acidos graxos essenciais, ja que o 6leo de semente de morango é
rico em acidos graxos insaturados. Por possuir grandes quantidades de vitamina
C, o morango é uma fonte importante para nutricio humana. E considerado
também um alimento fonte de folato e apresenta cerca de 20 a 25g/100g e
manganés fornecendo mais de 20% da ingestao diaria adequeda, além de ser
uma fontede varias outras vitaminas, como a tiamina, riboflavina,
niacina,vitamina B6, vitamina K, vitamina A e vitamina E (GIAMPIERI et al, 2012).

Durante o periodo de amadurecimento do morango ocorrem diversas
transformacgdes, caracterizadas por alteragdes fisioldgicas e bioquimicas como
mudanca de cor, melhoria da aparéncia, redugao da firmeza de polpa, perda de
peso, aumento dos teores de soélidos solluveis totais e diminuicdo do teor de
acidez total titulavel. Tais indicadores servem como parametro de qualidade dos
frutos (PRATES; ASCHERI, 2011).

O morango é altamente perecivel, de modo geral apresenta uma taxa
respiratoria de aproximadamente de 6 mg a 10 mg de CO2/kg.h a 0°C, a qual
aumenta de quatro a cinco vezes quando a temperatura sobe para 10°C, e até
dez vezes se a temperatura alcanca 20°C (MITCHAM et al.,, 2003). Em
decorréncia dessa alta perecibilidade, a comercializacédo e a disponibilidade de
morangos sao restritas. A rapida deterioracdo dos frutos e as doencas pos-
colheita acarretam perdas consideraveis, qualitativas e econdémicas. A
contaminagao microbioldgica, injurias mecanicas, desidratacdo e perda de turgor
estédo entre os principais fatores limitantes da vida util dos morangos.

Dessa forma, tecnologias estdo sendo estudadas com o objetivo de
prolongar a sua vida util. Como os frutos de morango sdo consumidos

preferencialmente in natura torna-se interessante a utilizagdo de material
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biodegradavel e comestivel para aumentar seu periodo de comercializacdo, sem
gue seja alterado o sabor, a cor e 0 aroma dos frutos (GARCIA, 2006; PRATES
E ASCHERI, 2011)

O processamento minimo, em razdo do manuseio e do aumento de
injarias mecanicas, resulta na perda da integridade celular e consequente dano
a compartimentalizacdo de enzimas e substratos, contribuindo para reacdes de
escurecimento e formacéo de metabdlitos secundarios envolvidos na producao
de odores desagradaveis favorecendo também a contaminacdo de frutas por
microrganismos,inclusive patogénicos, que por sua vez aceleram a degradacao
e a perda de qualidade e reduzem o tempo de vida util dos produtos
(SHIGEMATSU, 2017).

A deterioragdo pos-colheita de frutas € normalmente retardada pelo
armazenamento em baixas temperaturas, em atmosferas controladas ou pela
utilizacdo de tratamentos que reduzem o metabolismo do produto (GARCIA,
2006).

As embalagens utilizadas para comercializacdo sao recipientes de
polietileno tereftalato (PET), geralmente transparentes, ou entdo bandejas de
poliestireno expandido (isopor), cobertas com filme de polivinil cloreto (PVC)
maleavel ou com tampas perfuradas. Normalmente a capacidade € de 250 a
500gm de morangos, distribuidas em uma ou duas camadas. Durante o
armazenamento recomenda-se manter a temperatura da camara friade 0Oa 1 °C
e a umidade relativa entre 90-95% (Embrapa, 2005).

No entanto, ndo s6 sob o aspecto da conservacédo e tempo de prateleira
do morango cabe atencéo, mas em especial pela importancia de se evitar a sua
contaminagdo por agentes patogénicos capazes de produzir doencas nos

consumidores.

4.2 Doencas transmitidas por alimentos e 0s microrganismos

A demanda por frutas e hortalicas com processamento minimo vem
crescendo em especial pelo interesse de consumidores em busca de alimentos
saudaveis associados a praticidade e conveniéncia. De acordo com a Portaria

n°. 20 de 2017 da Secretaria da Saude do estado do Rio Grande do Sul, na
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categoria de alimentos minimamente processados (MP) séo incluidos os
vegetais, ou seja, frutas, legumes, hortalicas, ou suas combinacdes, que tenham
passado por algum tipo de processamento, seja “selecdo, corte, fatiamento,
lavagem, desinfecg¢ao, enxague, centrifugacéo, embalagem e armazenamento”
(RIO GRANDE DO SUL, ANEXO I, 2017) ou outros que permitam a manutencao
de estado fresco, devida qualidade sensorial e que apresente seguranga para o
consumo.

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) ocorrem pela ingestao de
alimentos sélidos ou liquidos contaminados com microrganismos patogénicos
gue afetam a satude do consumidor em forma individual ou coletiva. Um aumento
nos surtos de doencas transmitidas por alimentos nos ultimos anos tem sido
associado ao maior consumo de frutas e vegetais frescos. A contaminacao
bacteriana pode ocorrer em qualquer uma das etapas de processamento, tais
como colheita, corte, lavagem, imerséo, desidratacéo, mistura e/ou embalagem
destes alimentos (SIQUEIRA, 2013, GOMEZ-ALDAPA et al, 2017).

Para reducado da contaminacéo dos alimentos e das notificacées de surto
de origem alimentar, as boas praticas de manipulacdo surgem como importante
ferramenta de prevencado e como conceito genérico, consiste em procedimentos
que devem ser adotados por servicos de alimentacdo a fim de garantir a
qualidade higiénico-sanitaria e a conformidade dos alimentos com objetivo de

produzir alimentos seguros ao consumidor (SIQUEIRA, 2013).

4.2.1. Microrganismos indicadores da qualidade microbiolégica dos
alimentos

Ha grupos de microrganismos que, por meio de sua avaliacdo, sao
capazes de indicar as condicfes sanitarias e de higiene do processamento e
armazenamento dos alimentos, bem como a presenca de microrganismos
patogénicos, entre outras caracteristicas. Franco e Landgraf (2005) definem
microrganismos indicadores como sendo grupos ou espécies de microrganismos
cuja presenca no alimento pode informar a respeito da ocorréncia de
contaminacao fecal, presenca de patdgeno, seu potencial deterioragdo, indicar
mas condi¢bes sanitarias em alguma das etapas percorridas pelo alimento até
chegar ao consumidor (FRANCO; LANDGRAF, 2005).
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Bactérias anaerdbias
A presenca desses microrganismos indica a ocorréncia no alimento de

condi¢cdes favoraveis a multiplicacdo de patdgenos anaerdbios, como o

Clostridium perfringens ou o Clostridium botulinum, por exemplo.

Coliformes totais

Sao bacilos gram-negativos e ndo formam esporos. Esse grupo é
constituido de bactérias da familia Enterobacteriaceae que, ao sofrerem
incubacdo entre 35 e 37°C por 48h, sdo capazes de fermentar lactose
produzindo gés.

Os coliformes termotolerantes pertencem aos coliformes totais como um
subgrupo desses, especifico de bactérias fermentadoras de lactose a
temperatura de 44,5 a 45,5°C, com producao de gas. A ocorréncia de coliformes
termotolerantes em alimentos ndo configura exatamente uma contaminacao de
origem fecal, mas pode indicar importantes problemas de higiene durante ou
apos o processo de fabricacdo de determinados alimentos.

Em alimentos de origem vegetal, em estado fresco, segundo Franco e
Landgraf (2005), o unico indicador considerado valido de contaminagéo fecal €
a E. coli, tendo em vista a ocorréncia natural dos outros indicadores de

contaminacdao fecal nessas espécies de alimentos.

Psicrotroficos
Sdo microrganismos que apresentam capacidade de crescimento a

temperatura igual ou inferior a 7°C

Listeriose

Listeria monocytogenes foi reconhecida como agente patogénico apds os
surtos na década de 80 na América do Norte e Europa, como consequéncias
Sérias, invasivas e com risco de morte, além do alto prejuizo econdémico tanto
para 0s Orgaos publicos quanto para as industrias, que passaram a demandar

maior atencdo para o patdbgeno, ao mesmo tempo se reconheceu o envolvimento
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e a importancia dos alimentos na cadeia de transmissao da listeriose ao homem
(SIQUEIRA, 2013).

O género Listeria esta relacionado filogeneticamente aos géneros
Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus e Brochotrix.
Atualmente compreende atualmente, composto por dez espécies: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L.
marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii, e L. weihenstephanensis (ZHANG et al.,
2007; HALTER, NEUHAUS & SCHERER, 2013). Apenas duas espécies sao
reconhecidamente patogénicas, assim L. monocytogenes pode infectar uma
variedade de espécies animais, incluindo o homem e L. ivanovii apresenta
patogenicidade restrita aos ruminantes (JEYALETCHUMI, 2010).

Listeria monocytogenes é o agente causador da listeriose, uma doenca
geralmente ligada ao consumo de alimentos contaminados. Historicamente, 0s
alimentos associados a casos de listeriose foram carnes frias e queijos moles,
no entanto, uma mudanca recente foi observada com um ndmero crescente de
surtos ligados a produtos frescos e outros produtos atipicos (BURALL et al,
2017).

Esta enfermidade nos seres humanos onde apresenta sintomas que
incluem septicemia, meningite, encefalite, infeccado cervical ou intrauterina em
gestantes, as quais podem provocar aborto ou nascimento prematuro.
Gastrenterite com nauseas e vOmitos pode proceder ou acompanhar as
manifestacdes nas formas mais graves da doenca. Ocorrem principalmente em
pessoas pertencentes a grupos de risco, tais como gestantes, idosos, criancas
e individuos imunossuprimidos devido ao uso de medicamentos como
corticosterdides, drogas para cancer, e transplantados. O periodo de incubacédo
€ longo, podendo variar de trés a 90 dias, o que dificulta a identificacdo do
patdogeno e o rastreamento para identificagdo do alimento contaminado que
tenha causado a doenga (SIQUEIRA, 2013).

O diagnéstico pode ser feito pela identificacdo dos sinais clinicos e
sintomas, do isolamento bacteriano de material clinico como sangue, liquido
cefalorraquidiano, liquido amniético, figado, bacgo, placenta e feto. A identificagéo
também pode ser feita por imuno-histoquimica e achados histopatolégicos
(SIQUEIRA, 2013).
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A patogénese da listeriose consiste na internalizacdo da bactéria por
fagocitose por células nédo fagociticas de diferentes tecidos e oOrgaos. A
estratégia de invasao, célula a célula, permite a sua disseminacao no interior dos
tecidos hospedeiros e a formacao de focos infecciosos ficando assim protegidos
das defesas do hospedeiro, como o0s anticorpos circulantes. Cada etapa do
parasitismo intracelular por L. monocytogenes dependera da producdo de
fatores de viruléncia, exercidos por diversas proteinas que estdo envolvidas nas
fases do ciclo intracelular. Em relacdo as outras doencas de origem alimentar a
listeriose apresenta uma baixa incidéncia, mas com indices de mortalidade
superiores a 50%. Apesar das outras formas de transmisséo, os alimentos tém
sido claramente identificados como a mais importante fonte de infeccéo
(ROWLANDS, 2013).

A dificuldade de eliminar estes microrganismos das industrias €
potencializada pelas condi¢cdes de umidade, temperatura e presenca de matéria
organica nas plantas, que aliadas a habilidade do patégeno em formar biofilmes
podem desencadear a colonizacdo de superficies e equipamentos (SIQUEIRA,
2013).

As altas ocorréncias do patégeno em diversos alimentos associada
aosaltos indices de mortalidade tornam L. monocytogenes um importante e
complexo problema de saude publica que tem provocado perdas para a industria
de alimentos devido aos inumeros recolhimentos, voluntarios e obrigatérios,
realizados principalmente nos Estados Unidos e Canada. Estima-se que este
patdgeno causa aproximadamente 1.460 hospitaliza¢cdes cada ano nos Estados
Unidos (FERREIRA, 2014).

4.2.2 Caracteristicas de L. monocytogenes

L. monocytogenes € uma bactéria gram-positiva, com diametro de 0,4 a
0,5um e comprimento de 0,51 a 2,0um, aerdbica, intracelular e anaerdbica
facultativa, ndo formadora de esporos, apresenta motilidade caracteristica em
forma de “guarda-chuva” quando incubado em meio de cultura proprio entre 20
a 25°C. As colonias formadas sao acinzentadas brilhantes sob iluminacao
normal e de coloracdo azul esverdeada quando observadas sob iluminacao
obliqua (JEYALETCHUMI et al, 2010).
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Em relacdo a suas caracteristicas bioquimicas, € catalase positiva,
oxidase negativa, movel a 20°C, fermenta a glicose produzindo, principalmente,
acido latico, apresenta teste positivo para vermelho de metila e Voges-
Proskauer. Nao utiliza citrato, ndo produz indol e hidrolisa piruvato de sédio e
esculina. Também néo hidrolisauréia, gelatina e caseina (SIQUEIRA, 2013).

As necessidades nutricionais sdo comuns das bactérias gram-positivas.
O pH para a multiplicacéo esta na faixa de 6 a 8 podendo crescer também em
4,1 e 9,6. Apresenta crescimento na faixa de 3°C e 45°C classificando a como
psicotropicas, podendo suportar repetidos congelamentos e descongelamentos.
Os meios de cultura ideais para seu crescimento sdo Brain Heart Infusion (BHI)
e Agar Tripticase de Soja (TSA) (SIQUEIRA, 2013, FERREIRA, 2014).

A atividade de &gua 6tima para o crescimento € proxima a 0,97, porém
este agente tem a capacidade de se multiplicar em valores proximos a 0,92, que
€ considerado um valor muito baixo para desenvolvimento de patdégenos
vinculados por alimentos (SIQUEIRA, 2013).

L. monocytogenes tem habilidade de produzir biofilme e sobreviver por
varios meses em ambientes processadores de alimentos. A estrutura do biofilme

protege o microrganismo de fatores fisicos e quimicos (MIYAGUE et al, 2013).

4.2.3 Regulamentagdes para L. monocytogenes em alimentos

Alguns paises estabeleceram limites legais para o nivel de contaminacgao
de microrganismos permitido em alimentos, especialmente para os produtos
prontos para consumo, enquanto outros paises tém sugerido procedimentos ou
critérios que ndo tem amparo legal (JAY, 2005).

Os EUA adotaram a politica de “tolerancia zero”, de modo que a presenga
de L. monocytogenes em 25 gramas de qualquer tipo de alimento pronto para o
consumo € considerado inaceitavel, caracterizando o impréprio para 0 consumo
humano (MARTINS, 2009).

No Brasil, os padrbes microbiolégicos para alimentos, estabelecido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pela IN 60 de 2019definiu a
auséncia de L. monocytogenes em 25 gramas somente para alguns queijos.
Para os demais alimentos nédo sdo contemplados limites especificos para esta
bactéria (BRASIL, 2019).
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4.3 Oleos essenciais e sua agdo antimicrobiana

Oleos essenciais s30 compostos naturais isolados de plantas aromaticas,
e tém sido usados para uma ampla variedade de propositos como remédios
usados na saude humana como alimentos funcionais, como aditivos alimentares,
suplementos nutricionais e fabricacdo de cosmeéticos. Os 6leos esséncias tém
baixa toxicidade em mamiferos e degradam-se rapidamente na agua e no solo,
tornando-os favoraveis ao meio ambiente. S&o extraidos de diversas plantas em
diferentes lugares (flor, semente, raiz) por diversas técnicas, como por exemplo,
extracao por solventes, destilacédo a vapor, sendo este Ultimo o mais utilizado em
escala de produgcdo comercial, por apresentar 93% de extracdo, sendo mais
barato quando comparado com métodos mais avancados (KAVANAUGH, 2012;
GALINDO, 2017).

Alguns 6leos essenciais possuem naturalmente a funcéo de antioxidantes
e sdo eficazes para inibir diferentes doencas humanas devido as suas
propriedades antirradicais e antimicrobianas. Portanto, a investigagdo de
compostos bioativos particularmente polifendis de fontes vegetais naturais,
incluindo ervas e especiaria tem uma tendéncia crescente. Oleos essenciais de
plantas tém potenciais efeitos benéficos em certas condi¢bes de saude. Estes
geralmente reconhecidos como substancias de natureza segura inibem a
oxidacdo lipidica em alimentos, podendo servir como aditivos naturais em
alimentos e produtos alimenticios (KAVANAUGH, 2012; ZENGIN, 2014,
ANTUNES et al, 2012).

Estes compostos atuam na membrana plasmatica de microrganismos,
levando ao vazamento de substratos citoplasmaticos, resultando em morte
celular. No entanto, a maioria destes compostos altera significativamente os
aspectos sensoriais dos produtos alimenticios quando adicionados em doses
antimicrobianas eficientes (MIYAGUE et al, 2013).

Alguns cientistas relataram a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais
de orégano, tomilho, salvia, alecrim, cravo, coentro, alho e cebola contra
bactérias e fungos. A composicéo, estrutura, bem como grupos funcionais dos
O0leos desempenham um papel importante na determinacédo de sua atividade

antimicrobiana. Estes efeitos variam para a conservagéo de culturas alimentares



47

armazenadas, em patrticular, a atividade antimicrobiana de 6leos formou a base
de muitas aplica¢des, incluindo a preservacao de alimentos crus e processados,
assim, prolongando a vida de prateleira destes alimentos (TONGNUANCHAN;
BENJAKUL, 2014).

O Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) possui uma substancia
chamadacarvacrol, sendo este o principal componente (45%) destes Oleos, &
capaz de desintegrar a membrana externa de bactérias gram-negativas,
liberando lipopolissacarideos e aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica ao ATP. Para bactérias gram-positivas, é capaz de interagir com
membranas e alterar a permeabilidade de cations como H* e K*. A remocao do
substituinte do anel alifatico do carvacrol diminui ligeiramente a atividade
antimicrobiana (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

O ¢6leo essencial de laranja doce (Citrus aurantium var. Dulcis) encontra-
se em grandes quantidades no flavedo da fruta. A casca das frutas citricas
compreende duas camadas, camada externa vermelha como flavedo e camada
branca interna como albedo. O flavedo € muito fino e fragil contendo vesiculas
oliferas no interior que podem ser recolhidos por raspando na camada de
flavedo. O flavedo é uma camada interna geralmente incolor e esponjosa de
mesofilo que muda de caréater e espessura ao longo do desenvolvimento da fruta,
propriedades que determinar facilidade de peeling. O albedo, deitado sob o
flavedo consiste em células semelhantes a tubulagBes unidas para formar a
massa de tecido comprimida na area intercelular. O albedo é rico em flavonodides,
que, se transferidos para o suco, confere gosto amargo (ETEBU; NWAUZOMA,
2014).

Os 0leos essenciais sdo uma mistura de compostos volateis e consistem
principalmente de hidrocarbonetos monoterpenos. Oleos citricos sdo uma
mistura de mais de trés compostos: hidrocarbonetos terpénicos, compostos
oxigenados e compostos ndo volateis. A fragdo terpeno pode ser de 50 a mais
de 95% do 6leo; No entanto, faz pouca contribuigdo para o sabor e fragrancia do
Oleo (ALl et al, 2012).

Utilizado também como componente ativo para aplicacdo em embalagens
de alimentos, os 6leos essenciais aumentam significativamente a barreira de

vapor de agua, devido a sua caracteristica hidrofébica. A utilizagdo de oleos
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essenciais em alimentos deve ser cautelosa, pelo fato de que o excesso de
compostos aromaticos no alimento acarretara caracteristicas sensoriais
indesejaveis (GALINDO, 2017).

Ha a necessidade de minimizar os riscos de contaminacao de alimentos,
no entanto, os consumidores estao exigindo produtos levemente processados
gue mantenham seu sabor e vida Util prolongada. Assim, o uso de conservantes
naturais que poderiam evitar o crescimento microbiano em alimentos € uma
tendéncia atual (MIYAGUE et al, 2013).

4.4 Coberturas comestiveis

As coberturas comestiveis estdo sendo amplamente testadas em fungéo
de poderem, potencialmente, aumentar a vida u(til das frutas. Podem ser
definidas como uma fina camada, aplicada sobre o produto, que, em funcao de
sua permeabilidade aos gases, vapor de 4gua e solutos, reduz o metabolismo
do produto, podendo assim, prolongar sua vida 0til e sua acdo antimicrobiana
(GARCIA, 2006; PARREIDT et al, 2018, ANTUNES et al, 2012).

Como objetivo as coberturas comestiveis podem apresentar uma atuacao
funcional e coadjuvante, contribuindo para a preservacdo da textura e do valor
nutricional, reduzindo as trocas gasosas superficiais e a perda ou ganho
excessivo de agua. Ao promover alteracdes na permeacao e, por conseguinte,
alterar a atmosfera interna, essas coberturas tém sido indicadas, principalmente,
para produtos com alta taxa de respiracdo. Sao aplicadas ou formadas
diretamente sobre a superficie das frutas, configurando membranas delgadas,
imperceptiveis a olho nu e com diversas caracteristicas estruturais, que sao
dependentes da formulagdo da solugao filmogénica precursora. Como estas
coberturas passam a fazer parte do alimento a serem consumidos, 0os materiais
empregados em sua formacédo devem ser considerados como atoxicos e seguros
para o uso em alimentos. (ASSIS; BRITTO, 2014).

As coberturas podem atuar como veiculos para uma ampla quantidade de
aditivos alimentares, incluindo agentes anti-escurecimento, corantes,
aromatizantes, nutrientes, especiarias e diversos compostos antimicrobianos

que estenderiam a vida de prateleira desses produtos e reduziriam o risco de
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crescimento de patdgenos na superficie dos alimentos. As substancias mais
utilizadas na elaboracdo de filmes e coberturas comestiveis sdo as proteinas
(gelatina, caseina, ovo albumina, glaten de trigo e proteinas miofibrilares) e os
polissacarideos (amido e seus derivados, pectina, celulose e seus derivados,
alginato) e os lipidios (monoglicerideos acetilados, acido esteérico, ceras e
ésteres de acido graxo) ou a combinagdo dos mesmos (SHIGEMATSU, 2017).
Os revestimentos a base de polissacarideos sdo considerados um dos
materiais mais promissores para serem aplicados na producdo de filmes e
coberturas comestiveis. Prolongam a vida de prateleira de frutas e hortalicas,
devido a seletiva permeabilidade destes polimeros para Oz e CO2, modificando

0 ambiente interno de frutas, atrasando a senescéncia (SHIGEMATSU, 2017).

4.4.1 Gelatina

7

A cobertura feita com gelatina € composta por colageno, que é uma
proteina de origem animal cuja forma de apresentacdo pode ser como fibras ou
pd, sendo insoluvel em agua devido a grande concentracdo de aminoacidos
hidrofébicos contidos no interior da proteina. Constituido por aminoacidos em
formato de tripla-hélice, o coladgeno pode ser caracterizado de acordo com sua
obtencdo. Apresentam disposicao fisica alongada além de cadeias peptidicas
formadas pelos aminoacidos lisina, alanina, hidroxilisina, glicina e prolina, e
organizadas paralelamente a um eixo, proporcionando melhores indices de
resisténcia, estabilidade e elasticidade a estrutura, e ainda impedindo a rotacdo
da cadeia (CORREIA, 2016).

A gelatina encontra-se cristalizada com coloracdo amarelo-palha e é
soliivel em agua quente e insolivel em agua fria. E uma proteina de digestéo
facil e possui varios aminoacidos, menos o triptofano, além de fazer parte da
composicdo de tecidos conectivos de animais. E constituida de prolina,
hidroxiprolina e glicina, ndo-toxica, biodegradavel e de baixo custo. E uma
proteina muito utilizada para formacao de filmes comestiveis de vegetais e como
agente encapsulante de substancias bioativas além de ser uma boa matriz contra
gases, sendo assim sdo amplamente utilizados nos meios alimenticios a fim de

melhorar a preservacao dos produtos (GALINDO, 2017).
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4.4.2 Alginato

Os alginatos sao polissacarideos indigestos e de ocorréncia natural
comumente produzidos e refinados a partir de varios géneros de algas marrons
(principalmente Laminaria hyperborean, Macrocystispyrifera, Ascophyllum
nodosum). A estrutura molecular dos alginatos € composta de copolimeros
lineares binarios ndo-ramificados de acido -D-manurdnico e de acido a-L-acido
gulurdnico ligados por 1-4 ligacdes glicosidicas. A Food and Drug Administration
(FDA) classifica alginato de sodio de grau alimenticio como substancia
geralmente considerada segura e lista seu uso como agente emulsificante,
estabilizante, espessante e gelificante, assim sendo amplamente utilizado em
setores alimenticios (PARREIDTet al, 2018).

As caracteristicas do alginato, em particular, dependem da sua massa
molecular e da propor¢ao e disposicdo dos monémeros de acido manurénico e
gulurénico presentes, sendo esses aspectos dependentes da variedade da alga
marinha da qual o alginato € extraido, ou seja, diferentes algas produzem
alginatos que diferem na composicdo e estrutura, e também das condicbes
sazonais e de crescimento da prépria alga. Apresenta biodegradabilidade,
biocompatibilidade e auséncia de toxidez. E adicionado em diversos produtos
alimenticios, devido a sua acao gelificante e espessante. Portanto, é necessario
o conhecimento das propriedades estruturais e sensoriais do gel para melhor
adequar aos alimentos, pois sédo pontos decisivos na aceitabilidade e escolha do
consumidor.Os pesos moleculares da maioria dos alginatos variam entre 32.000
e 400.000 g/mol. A viscosidade das solucdes de alginato de sodio aumenta a
medida que aumenta a massa molecular e diminui o pH, alcancando maxima
viscosidade no pH 3,0-3,5 (SHIGEMATSU,2017).

Filmes e coberturas de alginato de sodio sdo barreiras deficientes a
umidade, devido ao seu caréater hidrofilico. Entretanto, a incorporagéo de calcio
reduz sua permeabilidade ao vapor de agua, atraves da reticulacao, tornando os
filmes de alginato insoltveis. Do mesmo modo, a incorporagéo de lipideos, como
emulsdo ou camada de revestimento na formacédo dos filmes, melhora
significativamente suas propriedades de barreira ao vapor d'agua
(SHIGEMATSU,2017).
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4.4.3 Agar-agar

De origem asiatica, o agar-agar forma uma gelatina vegetal, muito rica em
fibra soluvel (94,8%) e minerais, ideal para espessar e gelificar alimentos sem
alterar ou adicionar qualquer sabor. O seu poder de gelificagcédo € 10 vezes
superior ao da gelatina de origem animal. Apresenta-se como um fitocoldide com
caracteristica ndo celulésica, que pode ser extraido da parede celular de
diversos géneros e espécies de algas marinhas vermelhas, as Agarofitas
pertencentes a classe Rodophyta (CORREIA, 2016).

A composicdo do agar-agar se mostra como uma mistura heterogénea de
agarose e a agaropectina. A mistura desses dois polissacarideos confere
propriedades importantes ao agar-agar, como o alto poder geleificante, elevada
forca gel, alta transparéncia. Sua propriedade de formar gel atoxico ocorre
devido aos trés &tomos de hidrogénio em sua estrutura, que limitam a formacéo
de uma hélice pela molécula. Por ser insoltvel em agua fria e capaz de absorver
uma capacidade de dgua 20 vezes o0 seu peso, expandindo consideravelmente,
0 agar-agar possui em sua composicao fibras, celulose, nidrogalactose, baixa
guantidade de proteinas e sais minerais (CORREIA, 2016).

A forca do gel do agar-agar esta diretamente influenciada por fatores
quimicos, como concentracdo, pH do meio, contetdo de acucar e viscosidade.
No entanto, a forca apresentada pelo gel varia inversamente ao valor do pH,
assim, quanto maior o pH do meio, menor a forca apresentada pelo gel. Quando
analisada em temperatura ambiente e com o decorrer do tempo, a viscosidade
tende a aumentar apresentando temperatura de fusdo de 85°C a 95°C e
temperatura de geleificacdo de 32°C a 45°C (FERREIRA, 2015; RAGHAYV,
2016).

A fracdo geleificante do agar-agar possui uma estrutura de dupla hélice.
Esta estrutura agrega-se para formar uma estrutura tridimensional que retém as
moléculas de agua nos seus intersticios, formando assim géis termo reversiveis.
A propriedade de geleificacdo do agar-agar € devida aos trés atomos de
hidrogénio equatorial nos residuos de 3,6- anidro-L-galactose, que limitam a
molécula para formar uma hélice. A interacéo das hélices causa a formacgéo do
gel (FERREIRA, 2015).
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A viscosidade de uma solucao de agar-agar € influenciada e dependente
da fonte da matéria-prima. A viscosidade as temperaturas acima do seu ponto
de geleificacdo € relativamente constante em pH de 4,5 a 9,0 e ndo é muito
afetada por idade ou forca ibnica dentro da gama de pH de 6,0 a 8,0. Entretanto,
iniciada a geleificacéo, a temperatura constante, a viscosidade aumenta com o
tempo. Geralmente, a viscosidade € menor a medida que a for¢a do gel aumenta.
O peso molecular médio do agar-agar varia entre 8,000 até mais de 100,000.
(CORREIA, 2016; ADIVITOS & INGREDIENTES, 2012).

Em seu estado natural, o agar-agar ocorre como carboidrato estrutural da
parede celular das algas agarofitas, existindo na forma de sais de célcio ou uma
mistura de sais de célcio e magnésio. E uma mistura heterogénea de dois tipos
de polissacarideos: a agarose, um polimero neutro, e a agaropectina, um
polimero com carga sulfatado. A agarose, fracao geleificante, € uma molécula
linear neutra, essencialmente livre de sulfatos, que consiste em cadeias
repetidas de unidades alternadas b-1,3 D-galactose e a-1,4 3,6-anidro-L-
galactose. A agaropectina, fracdo n&o-geleificante, € um polissacarideo
sulfatado (3% a 10% de sulfato) composto de agarose e porcentagens variadas
de éster sulfato, acido D-glucurdnico e pequenas quantidades de acido piravico.
A proporcao destes dois polimeros varia de acordo com a espécie da alga, sendo
gue a agarose é o componente principal, representando cerca de 70% do total
(ADITIVOS & INGREDIENTES, 2012).

O agar-agar pode apresentar-se em diversas formas: po, flocos, barras e
fios. Para aplicacdes industriais, agar-agar em po é o mais utilizado. As formas
de flocos, barras e fios sdo mais utilizadas para fins culinarios. A producéo de
agar-agar em po e em flocos pode ser realizada por dois métodos: gel-press ou
precipitacdo em solventes. No entanto, o método de precipitacdo em solventes
nao é muito utilizado atualmente pelo seu alto custo e baixa eficiéncia. O agar-
agar em forma de barras e fios € produzido por um sistema tradicional mais
artesanal (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2012).
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5.1 Aquisi¢cao da amostra
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Serdo utilizados os 6leos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris L.) e de

laranja doce (Citrus aurantium var. Dulcis), obtidos comercialmente da empresa

Ferquima, Industria e Comércio de Oleos Essenciais, acondicionado em frasco

ambar, lacrados, com volume de total de 100 mL. Serdo adquiridas frutas

(morangos)de morangueiro (Fragaria x Ananassa duchesne)obtidos da

cooperativa Coopamb (Cooperativa dos Produtos Agricolas do Monte Bonito)da

regido de Pelotas-RS.

Quadro 1 Delineamento experimental

Variaveis
Estudo
Independentes Dependentes
Isolamento e/ou quantificacéo

Cobertura de microrganismos
Agar-agar Coliformes Totais e
Gelatina termotolerantes
Alginato de sddio Psicrotroficos

Coberturas Bolores e Leveduras

adicionadas de
6leos essenciais
em tempos de

armazenamento

Oleo Essencial
Tomilho

Laranja doce

Tempo de armazenamento
Logo apds o preparo
Sete dias

Quinze dias

Bactérias Aerébias Mesobfilas
Listeria monocytogenes

Anélises fisico-quimicas

pH

Acidez Titulavel

Sdélidos Solutos

Perda de massa

Andlise sensorial

Teste dominancia temporal das

sensacoes
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5.2 Elaboracé&o das coberturas

Para a elaboracéo das coberturas sera utilizada gelatina em p6, agar-agar

e alginato de sodio.

5.2.1 Preparacdao, aplicacdo e avaliacdo de coberturas adicionadas de 6leo
essencial

Serdo preparadas solugdes filmogénicas de gelatina, 4gar-agar e alginato
adicionadas de 6leo essencial de tomilho e 6leo essencial de laranja doce. Estas
solucbes serdo aplicadas por imersdo em morangos visando avaliar o efeito
antimicrobiano frente as bactérias e fungos, com especial atencéo ao efeito anti-

Listeria monocytogenes.

5.2.2 Preparacdao da solucao filmogénica para cobertura

A solucdo filmogénica de gelatina sera preparada de acordo com a
metodologia proposta por GALINDO, 2017 com concentracdo de gelatina
(4%mlv), 6leo essencial (1,5%), glicerol (1,0%) e Tween - 0,1%. Sera dissolvida
a gelatina com adicao do glicerol sob agitacdo magnética e aquecimento a 55°C
por 35min. Posteriormente sera feita a mistura das duas solu¢fes, na proporcao
de 1:1, com incorporacao do 6leo essencial de tomilho ou laranja doce e Tween
80 e serd homogeneizada por 4min.

A solucao filmogénica de agar-agar comestivel sera preparada de acordo
com a metodologia proposta por Giménez et al. (2013) e Rocha et al. (2016),
com algumas modificacfes. Os filmes serdo elaborados com 1,5g de agar-agar
comestivel em 100ml de agua destilada sob agitacdo constante a 90°C durante
30min. Apds, sera adicionado o glicerol, como plastificante (1%; g/100g de agar)
e homogeneizado durante 20min. Para a obtencéo dos filmes incorporados com
0s 0Oleos essenciais, sera adicionado 0,19 de 6leo essencial, apds o0 aguecimento
da solucéo filmogénica (SF) de agar a 40°C e homogeneizados durante 5min,
apos sera realizada secagem a40°C durante 16h.

A solucéo filmogénica de alginato sera preparada de acordo com a

metodologia proposta por SHIGEMASU (2017) com concentracao de alginato de
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sodio (1,5% m/v), 6leo essencial de tomilho (1,5%); glicerol (0,75%) e tween80
(0,05%).

Para tanto, o alginato de sodio serd previamente dissolvido em agua
aguecida a 70°C e agitado mecanicamente a 2400rpm por 5minaté sua completa
dissolucéo. Sera adicionado glicerol, 6leo essencial de tomilho ou laranja doce e
Tween 80, homogeneizando-se novamente no agitador mecéanico por 3min até

a sua total dissolucao.

5.2.3 Aplicacéo das solucdes filmogénicas adicionadas de 6leos essenciais
de tomilho e 6leo essencial de laranja doce

As amostras de morango serdo imersas nas respectivas solucdes
filmogénicas por 1min e, apds, serdo secas por 60min, embaladas em PEBD
(Polietileno de Baixa Densidade) e armazenadas em temperatura de refrigeracao
(= 7°C) até a retirada das amostras.

As coberturas serdo aplicadas na forma de 10 tratamentos, conforme descrito a
sequir.

Quadro 2 Tratamentos aplicados

Tratamento Descricéo
1 Morangos preparados, com cobertura de gelatina com 6leo essencial
de tomilho
2 Morangos preparados, com cobertura de gelatina com 6leo essencial

de laranja doce

Morangos preparados, com cobertura de gelatina sem 6leo essencial

4 Morangos preparados, com cobertura de agar-agar com 0leo essencial
de tomilho
5 Morangos preparados, com cobertura de 4gar-agar com 6leo essencial

de laranja doce

6 Morangos preparados, com cobertura de 4gar-agar sem 6leo essencial

7 Morangos preparados, com cobertura de alginato com 6leo essencial
de tomilho

8 Morangos preparados, com cobertura de alginato com 6leo essencial

de laranja doce

9 Morangos preparados com cobertura de alginato sem 6leo essencial
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Morangos preparados sem cobertura e sem Oleo essencial (grupo

10
controle)

5.3 Avaliacdo dos morangos com solucdes filmogénicas adicionadas de
Oleo essencial

Os produtos depois de elaborados de acordo com os tratamentos ser&o
armazenados por até 15 dias a <7°C. A partir de cada um dos produtos sera
retirada uma amostra de 25 g em trés tempos, logo apdés a elaboracdo do
produto, sete dias apOs a elaboracdo dos produtos e quinze dias apos a

elaboracéao.

5.3.1 Avaliacbes Fisico-quimicas dos morangos com solucdes
filmogénicas adicionadas de 6leo essencial

As andlises fisico-quimicas serdo realizadas de acordo com a

metodologia proposta por Adolfo Lutz (2008).

pH
Serdo pesadas 10 g da amostra em um béquer e diluido com 100 mL de

agua. Apos agitacdo a determinacéo do pH sera feita pelo aparelho pHmetro.

AcidezTitulavel

Seréa pesado de 1 a5 g da amostra, transferido para um frasco Erlenmeyer
de 125ml com o auxilio de 50mL de agua. Adicionado de 2 a 4 gotas da solucdo
fenolftaleina e titulado com solucdo de hidroxido de sodio 0,1 ou 0,01M, até

coloracao rosea.

Perda de massa

A massa das amostras sera determinada pesando-se, diariamente em
balanca eletronica com precisao de 0, 001 g. A perda de massa seracalculada
por meio da Equacéo:

[(massa inicial - massa a cada intervalo de tempo)/(massa inicial)] x 100
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Solidos solaveis

Sera transferido de 3 a 4 gotas da amostra homogeneizada para o prisma
do refratdmetro. Seré circulada Agua a temperatura constante pelo equipamento
a 20°C, observando-se a temperatura permanece constante. ApGs um minuto,

leia diretamente na escala os graus Brix.

5.3.2 Avaliacbes microbiologicas dos morangos com solucdes
filmogénicasadicionadas de 6leo essencial

As determinacdes microbioldgicas, foram realizadas de acordo com as
recomendacdes de DOWNES & ITO (2001) e SILVA et al. (2007).

Contagem de bolores e leveduras
Para a contagem de bolores e leveduras o meio utilizado sera o Agar
Batata Dextrose (BDA), acidificado (pH 3,5-4,0) com acido tartarico a 10%, com

incubacéo de30°C por 3-5 dias.

Contagem de bactérias aerdbias mesofilas
A enumeracdo de bactérias mesofilas aerdbias sera realizada utilizando-
se semeadura em Agar Para Contagem Total (Plate Count Agar-PCA) com

incubacédo a 37°C por 24h.

Contagem de bactérias psicrotréficas
A enumeracdo de bactérias psicrotréficas serd realizada utilizando-se
semeadura em Agar Para Contagem Total (Plate Count Agar-PCA) com

incubagéo a 7°C por 10 dias.

Enumeracédo de coliformes totais e termotolerantes

Para a enumeracao de coliformes totais e termotolerantes sera utilizada
a técnica do Numero Mais Provavel (NMP). A andlise presuntiva de coliformes
sera realizada em Caldo Lauril Sulfato de Sddio (LST), com incubacéo por 48

horas a 35°C. Sera realizada também a enumeracdo de coliformes totais em
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Caldo Lactosado Bile Verde Brilhante, com incubacao a 35°C por 24 a 48h. A
enumeracao de coliformes termotolerantes sera feita em Caldo Escherichia coli,
(EC) com incubacéo a 45,5°C por 24h.

5.3.3 Avaliacdo sensorial dos morangos com solugbes filmogénicas
adicionadas de Gleo essencial

A andlise sensorial sera utilizado o método de dominancia temporal das
sensag0des proposto inicialmente por Pineau et al. (2003), sendo este um método
descritivo temporal onde varios atributos sensoriais sdo avaliados ao longo do
tempo de ingestao do alimento como textura, aroma e sabor dos morangos com
coberturas comestiveis adicionados de 6leos essenciais.

A anélise sensorial seréa realizada ap6s aprovacéo do Comité de Etica em

Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pelotas.

5.4 Avaliacbes do potencial antimicrobiano frente a Listeria
monocytogenes

Os morangos sem cobertura (controle positivo) e com adicdo das
coberturas com 6leos essencial serdo submetidos avaliacdo da atividade
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes. As amostras seréo
experimentalmente contaminadas, serdo adicionados separadamente inéculos
de 1ml (padronizados na concentracdo D.O 0,5 na escala de McFarland que
equivale 1,5 x 108 UFC.mL™) de Listeria monocytogenes. Os produtos depois de
elaborados de acordo com os tratamentos listados a seguir serdo armazenados
por até 15 dias a < 7 °C. A partir de cada um dos produtos sera retirada uma
amostra de 25 g em trés tempos, logo apos a elaboracao do produto, sete dias
apos a elaboracéo do produto e quinze dias apos a elaboracdo e submetidas a
avaliacao da presenca de Listeria monocytogenes.

Para correta avaliacdo serao realizados 0s seguintes tratamentos
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Quadro 3 Tratamentos aplicados

Tratament Descricao

o]

1 Morangos preparados, com cobertura de gelatina com 6leo essencial de
tomilho

2 Morangos preparados, com cobertura de gelatina com éleo essencial de
laranja doce
Morangos preparados, com cobertura de gelatina sem 6leo essencial
Morangos preparados, com cobertura de agar-agar com 6leo essencial
de tomilho

5 Morangos preparados, com cobertura de agar-agar com 6leo essencial
de laranja doce

6 Morangos preparados, com cobertura de agar-agar sem 6leo essencial

7 morangos preparados, com cobertura de alginato com 6leo essencial de
tomilho

8 Morangos preparados, com cobertura de alginato com 6leo essencial de
laranja doce

9 Morangos preparados com cobertura de alginato sem 6leo essencial

10 Morangos preparados sem cobertura e sem 06leo essencial (grupo
controle)

5.5 Andlise estatistica

Os resultados serdo avaliados estatisticamente através de Andlise de

Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Diferenca Minima Significativa de

Fisher (p < 0,05), utilizando-se o programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.). As

contagens bacterianas terdo seus valores logaritmizados antes da analise

estatistica.
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6. Resultados e impactos esperados

Com este estudo espera-se que as coberturas com o 6leo essencial de
tomilho ou de laranja doce apresentem efeito antimicrobiano, em especial contra
Listeria  monocytogenes, que permitam o prolongamento da vida util dos

morangos e tenham aceitagcéo sensorial.



7. Cronograma de atividades

As atividades seréo realizadas de acordo com o exposto no Quadro 2.

Quadro4 Cronograma

Atividades
1°B 2°B 3°B 4°B 5°B 6° B

Revisao bibliografica

Aquisicao das amostras

Elaboracéo e aplicacdo da
cobertura

Avaliacao Fisico-Quimica

Avaliacdo microbiol6gica

Avaliagéo sensorial

Avaliagdo do potencial
anti-
Listeriamonocytogenes X X

Analise estatistica

Elaboracéo do artigo

Defesa da dissertacdo




8. Orcamento

O orcamento sera realizado com
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recursos do PROAP-CAPES, e dos

orientadores oriundos de outras fontes de financiamento, conforme exposto no

Quadro 5.

Quadro 5 Orcamento do projeto

Descricéo Quantidade Valor
Total (R$)
Cloreto de Saodio (NaCl) 500 g 13,90
Gelatina em pé 500g 76,70
Alginato de sédio 2509 61,90
Agar-agar em p6 500¢ 247,00
Glicerol 500ml 28,90
Tween 80 (Polisorbato) 1l 95,70
Solucao fenolftaleina 1kg 32,00
Hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 500 g 12,90
Agar Batata Dextrose (BDA) 500 g 235,00
Acido tartarico a 10%, 500 g 25,00
Plate Count Agar (PCA) 500 g 345,00
Caldo Lauril Sulfato de Sodio 500 ¢ 265,00
Caldo Lactosado Bile Verde Brilhante 500 g 440,00
Caldo Escherichia coli 500 g -
Fita indicador Ph lcx 27,50
Placa de Petri Descartavel 90x15mm Pct 3,95
1910,45

TOTAL
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6 Relatorio de Campo

Optou-se pelas coberturas de alginato de sédio e agar-agar. Para a
avaliacdo especifica contra Listeria monocytogenes optou-se por morangos com
coberturas bioativas de alginato de sodio incorporados com 0Oleo essencial de
tomilho e/ou Oleo essencial de laranja doce, pois apds estudos preliminares foi
constatado que esta foi a cobertura que apresentou os melhores resultados
contra fungos e contras as demais bactérias.

N&o foram realizadas as analises de Listeria monocytogenes nos tempos
de 8 dias e de 15 dias em funcéo do inicio da pandemia de COVID-19 que nos
obrigou a adotar o isolamento e distanciamento social e interromper as
atividades experimentais no laboratorio.

Em relagdo a avaliacdo sensorial, também em funcdo da pandemia de
COVID-19, foi alterada, adotando uma metodologia de analise e coleta de dados

online que ndo exigiu contato pessoal.
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7 Artigo

Desenvolvimento e caracterizacdo do efeito da utilizacdo de cobertura
bioativa de alginato de sddio e agar-agar adicionada de Gleos essenciais
de tomilho (Thymus vulgaris L.) e de laranja doce (Citrus aurantium var.
Dulcis) com propriedades antimicrobianas aplicada sobre morangos.

1. Introducéo

Nas ultimas décadas vem-se observando uma maior preocupacao dos
individuos no que diz respeito a saude e atencdo com a longevidade. Em razao
disso e de outros fatores, como alterac6es nos habitos de vida da sociedade
moderna, é que a cada vez se busca uma alimentacdo mais saudavel, a exemplo
do aumento do consumo de frutas em todo o mundo. As frutas prontas para
CONSUMO Ou que exigem pouco ou nenhum preparo para serem consumidas com
seguranga, estdo sendo cada vez mais demandadas, principalmente pela
conveniéncia e praticidade que estes produtos oferecem, tanto na hora de
comprar quanto na hora de consumir (ANTUNES et al, 2012; ALVES et al, 2011).

Paralelo a esse evento, 0 aumento de infec¢des por alimentos tem sido
foco de preocupacdo no mundo todo, entre as organizacdes responsaveis pela
saude publica. A epidemiologia de doencas causadas por microrganismos
presentes em alimentos tem mudado, em func&o de fatores como aumento da
suscetibilidade da populacdo, mudancas no comportamento alimentar e
aparecimento de patégenos emergentes, que estdo envolvidos na producao,
processamento e distribuicido de alimentos (GOMEZ-ALDAPA et al, 2017).

O morango € uma fruta muito tradicional que pode ser consumida in
natura ou em diversas preparacfes, tais como caldas, iogurtes, bebidas,
biscoitos e sorvetes, entre outras. Além de ter uma producdo sazonal, € uma
fruta muito delicada com alta taxa respiratoria, sendo, por isso, altamente
perecivel (CASTRICINI et al,2017). A comercializacdo de morangos a grandes
distancias é dificultada devido a sua elevada perecibilidade, decorrente
principalmente da suscetibilidade ao desenvolvimento de agentes microbianos,

inclusive patogénicos (CUNHA JUNIOR et al, 2012).
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Conhecendo-se a ampla distribuicdo de L. monocytogenes na natureza,
sua patogenicidade, capacidade de sobreviver mesmo em alimentos
refrigerados e a importancia em relagédo a saude publica, torna-se necessario a
elaboracdo de medidas eficazes no controle da contaminacgéo por esse patdogeno
(SIQUEIRA, 2013).

Nesse sentido, a fim de minimizar contaminantes patdégenos tem sido
proposto a utilizagdo de 0Oleos essenciais com acgdo antimicrobiana, visando a
inibicdo do crescimento desses microrganismos em alimentos. Estes compostos
atuam na membrana plasmatica, levando ao vazamento de substratos
citoplasmaticos, resultando em morte celular, podendo ser um importante aliado
na conservacgao de frutas (MIYAGUE et al, 2013).

Raros séo os estudos onde 0s 6leos essenciais sdo aplicados diretamente
em alimentos, principalmente pela limitacdo sensorial de sua aplicacéo, os quais
modificam significativamente o sabor e o aroma do produto. Desse modo, uma
opcao para a utilizacdo direta seria a inclusdo de 6leos essenciais em filmes ou
coberturas comestiveis bioativas, que permitissem a acdo do 6leo sem alterar
significativamente as caracteristicas sensoriais do produto (DANNENBERG et
al., 2017).

Uma tecnologia alternativa cada vez mais utilizada e avaliada como um
procedimento vidvel para elevar o tempo de vida de frutas, € o emprego de
coberturas comestiveis. Esses revestimentos tém por objetivo apresentar uma
atuacao funcional e coadjuvante, contribuindo para a preservacéo da textura e
do valor nutricional, reduzindo as trocas gasosas superficiais e a perda ou ganho
excessivo de agua. Ao promover alteragcbes na permeabilidade e, por
conseguinte, alterar a atmosfera interna, essas coberturas tém sido indicadas,
principalmente, para produtos com alta taxa de respiracdo (ASSIS; BRITTO,
2014).

Com o proposito de testar a potencialidade de coberturas bioativas a base
de &gar-agar e alginato, incorporadas com 6leo essencial de tomilho e/ou 6leo
essencial de laranja doce, idealizou-se aplica-las em morangos de forma a
manter as caracteristicas fisico-quimicas, inibir o desenvolvimento fangico e

bacteriano e avaliar o potencial antimicrobiano frente a Listeria monocytogenes.
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Neste contexto este trabalho teve o objetivo de desenvolver e caracterizar
o efeito da utilizacdo de coberturas comestiveis bioativas a base de alginato de
sédio ou agar-agar, adicionadas de 6leo essencial de tomilho e/ou de laranja
doce, e avaliar as propriedades antimicrobianas especialmente contra Listeria

monocytogenes aplicadas sobre morangos.

2. Material e Métodos

2.1 Aquisicdo da amostra

Foram utilizados os 6leos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris L.) e
de laranja doce (Citrus aurantium var. Dulcis) da empresa Ferquima, Indlstria e
Comércio de Oleos Essenciais, acondicionados em frasco ambar, lacrados, com
volume de total de 100 mL. As frutas (morangos) de morangueiro (Fragaria x
Ananassa duchesne) foram adquiridas em comércios varejistas da regido de
Pelotas-RS, Brasil. O 6leo essencial de tomilho foi extraido com destilacdo a
vapor das flores e folhas, e tem como seus principais componentes Timol= 50%,
p-cimeno= 30%, y-terpineno= 6% Linalol= 5% , Carvacrol= 5%, a-pineno= 2%,
Mirceno= 2%. O 6leo essencial de laranja doce teve como método de prensagem
a frio da casca dos frutos, e tem como seus principais componentes d-imoneno
= 96% a-pineno = 0,5% Mirceno = 1,8% Sabineno = 0,3%.

2.2 Preparacdao e aplicacao de coberturas adicionadas de 6leo essencial

Prepararam-se as solucdes filmogénicas de agar-agar e alginato de sédio
adicionadas de 6leo essencial de tomilho e/ou 6leo essencial de laranja doce.
Estas solugcdes foram aplicadas por imersdo em morangos. A solugao
filmogénica de agar-agar comestivel foi elaborada em concordancia com a
metodologia proposta por Giménez et al. (2013) e Rocha et al. (2016), com
algumas modificacdes. Os filmes foram preparados com 1,5g de agar-agar
comestivel em 100mL de agua destilada sob agitacdo constante a 90°C durante

30 minutos. Apds, adicionou-se o glicerol como plastificante (1%; g/100g de
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agar), sendo homogeneizado durante 20 minutos Para a obtencdo dos filmes
incorporados com os 0leos essenciais, adicionou-se 0,1g de 6leo essencial, apos
0 aquecimento da solucéo filmogénica (SF) de &gar a 40°C e homogeneizacao
durante 5 minutos, posteriormente realizou-se secagem a 40°C durante 16
horas.

A solucdo filmogénica de alginato de sédio foi preparada em
conformidade com a metodologia proposta por Shigemasu (2017) com
concentracdo de alginato de sodio (1,5% m/v), 6leo essencial de tomilho (1,5%);
glicerol (0,75%) e Tween80 (0,05%).

Para tanto, o alginato de sodio foi previamente dissolvido em agua
aguecida a 70°C e agitado mecanicamente a 2400rpm por 5 minutos até sua
completa dissolugdo. Adicionou-se entéo glicerol, 6leo essencial de tomilho e/ou
laranja doce e Tween 80, homogeneizando-se novamente no agitador mecanico
por 3 minutos até a sua total dissolucao.

As amostras de morango foram higienizada em solug&o clorada 200ppm
por 15 minutos e apds foram imersas nas respectivas solucées filmogénicas por
1 minuto, sofreram secagem por 60 minutos em temperatura ambiente e,
posteriormente, foram embaladas em PEBD (Polietileno de Baixa Densidade) e
armazenadas em temperatura de refrigeracao (< 7°C) até a retirada das
amostras.

As coberturas tiveram sua aplicacéo na forma de 9 tratamentos, conforme

descrito na Tabela 1.
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Tabelal. Tratamentos aplicados a morangos com e sem coberturas comestiveis
de &gar-agar ou alginato de sodio, adicionadas de 6leo essencial de tomilho e/ou
laranja doce.

Tratament Descri¢do
0
T1 Morangos controle sem cobertura.
T2 Morangos com cobertura de alginato de sodio.
T3 Morangos com cobertura de alginato de sédio e 6leo essencial
de tomilho.
T4 Morangos com cobertura de alginato sédio e 6leo essencial de
laranja doce.
T5 Morangos com coberturas de alginato de sbédio e Oleo
essencial de tomilho e laranja doce.
T6 Morangos com cobertura de agar-agar.
T7 Morangos com cobertura de agar-agar e 6leo essencial de
tomilho.
T8 Morangos com cobertura de agar-agar e 6leo essencial de
laranja doce.
T9 Morangos com coberturas de agar-agar e 6leo essencial de

tomilho e laranja doce.

2.3 Avaliacdes dos morangos com solucdes filmogénicas adicionadas de

6leo essencial

Os produtos depois de elaborados de acordo com os tratamentos foram
armazenados por até 15 dias a temperatura <7°C. A partir de cada um dos
produtos foi retirada uma amostra de 25 g em trés tempos: 24h, oito e quinze
dias ap6s a elaboracdo do produto. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.

2.3.1 Avaliacdes fisico-quimicas dos morangos com solugdes filmogénicas

adicionadas de 6leo essencial

As andlises fisico-quimicas nas amostras de morango revestidas de com
biofilme foram realizadas de acordo com a metodologia proposta por Adolfo Lutz
(2008).
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pH
Pesaram-se 10g da amostra em um béquer e diluido com 100mL de &gua.
Apés agitacdo, a determinacdo do pH foi realizada por meio do aparelho

pHmMetro.

Acidez Titulavel

Foram pesados de 1 a 5g da amostra, transferido para um frasco
Erlenmeyer de 125mL com o auxilio de 50mL de agua. Adicionaram-se de 2 a 4
gotas da solucao fenolftaleina, titulando-se a amostra com solucao de hidroxido

de sddio 0,1M, até coloragdo rosea.

Perda de massa

A massa das amostras teve sua determinacdo por meio de pesagem
diaria, em balanca eletrdnica com precisdo de 0, 001g. A perda de massa foi
calculada por meio da Equacéo:

[(massa inicial - massa a cada intervalo de tempo)/(massa inicial)] x 100

Solidos soluveis

Transferiram-se de 3 a 4 gotas da amostra homogeneizada para o prisma
do refratbmetro. Promoveu-se a circulacdo de agua a temperatura constante
pelo equipamento a 20°C. Ap6s um minuto, procedeu-se a leitura diretamente

na escala dos graus Brix.

2.3.2 Avaliagbes microbiolégicas dos morangos com solucdes

filmogénicas adicionadas de 6leo essencial

As determinagbes microbiolégicas foram realizadas de acordo com as
recomendacdes de DOWNES; ITO (2001) e SILVA et al. (2007).
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Contagem de bolores e leveduras
Para a contagem de bolores e leveduras utilizou-se como meio o Agar
Batata Dextrose (BDA), acidificado (pH 3,5-4,0) adicionado de &cido tartarico a

10%, com incubacao de 30°C por 3-5 dias.

Contagem de bactérias aerébias mesofilas
A enumeracao de bactérias mesofilas aerdbias foi realizada utilizando-se
semeadura em Agar Para Contagem Total (Plate CountAgar-PCA) com

incubagéo a 37°C por 24 horas.

Contagem de bactérias psicrotréficas
Para a contagem de bactérias psicrotroficas utilizou-se semeadura em
Agar Para Contagem Total (Plate CountAgar-PCA) com incubac&o a 7°C por 10

dias.

Enumeracédo de coliformes totais e termotolerantes

Os coliformes totais e termotolerantes foram enumerados através da
técnica do Numero Mais Provavel (NMP). A analise presuntiva de coliformes foi
realizada em Caldo Lauril Sulfato de Sédio (LST), com incubacé&o por 48 horas
a 35°C. Coliformes totais foram enumerados em Caldo Lactosado Bile Verde
Brilhante, com incubacdo a 35°C por 48 horas. A quantificacdo de coliformes
termotolerantes foi realizada em Caldo Escherichia coli, (EC) com incubacao a
45,5°C por 24 horas.

2.3.3 Avaliagcdes do potencial antimicrobiano frente a Listeria

monocytogenes

Morangos sem cobertura (controle) e com adigéo de cobertura preparada
com Oleo essencial de Tomilho e de Laranja doce foram submetidos avaliacdo
da atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes. As amostras
sofreram contaminacdo experimental pelo agente, as quais foram adicionados
separadamente inoculos de 1ml (padronizados na concentracdo D.O 0,5 na

escala de McFarland que equivale 1,5 x 108 UFC.mL?') de Listeria
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monocytogenes (ATCC 7644). Os produtos, apos elaboracdo de acordo com os
tratamentos listados a seguir, foram armazenados por até 24 horasa <7 °C. A
partir de cada um dos produtos foi extraida uma amostra de 25 g submetida a
avaliacao da presenca de Listeria monocytogenes no tempo de 24h.

Para correta avaliagdo foram realizados os seguintes tratamentos descritos na
Tabela 2.

Tabela 2 Tratamentos aplicados a morangos com e sem coberturas comestiveis
de alginato de sddio, adicionadas de 6leo essencial de tomilho e/ou laranja doce
para avaliacdo do efeito anti-Listeria monocytogenes.

Tratamento Descricao

T1 Morangos preparados sem cobertura e sem 6leo essencial
(grupo controle)

T2 Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de tomilho
+ Oleo essencial de laranja doce

T3 Morango sem cobertura contaminado com Listeria
monocytogenes.

T4 Morango contaminado com Listeria monocytogenes com

cobertura de alginato 6leo essencial de tomilho + 6leo essencial
de laranja doce

T5 Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de tomilho
+ Oleo essencial de laranja doce, contaminado com Listeria
monocytogenes.

2.3.4 Avaliacdo sensorial dos morangos com solucdes filmogénicas

adicionadas de 6leo essencial

A anélise sensorial foi realizada ap6s aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pelotas. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica (5317 — UFPEL) da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Pelotas sob o numero CAAE 30622820.8.0000.5317. O método
utilizado foi o Teste de Associacéo Implicita (TAI), que tem como objetivo acdes
e conceitos. O TAl mensura a for¢a associativa gerada automaticamente a partir
de dois conceitos. Tem como fundamentagéo a premissa de que o tempo de
resposta do individuo a determinados estimulos é capaz de demonstrar o grau

de associagao entre os conceitos apresentados (GREENWALD et al, 1998). No
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entanto, foi necessario ajustar o teste TAI, identificando técnicas que se
aplicassem ao objetivo de avaliacdo sensorial e que pudesse ser aplicado a

distancia.

O TAl, estuda a medida de atitudes implicitas (GREENWALD et al, 1998),
adequado para a presente pesquisa, foi aplicado como categorias de estimulos
as palavras Sim e Nao, em caixas de texto de cores Verde e Vermelha,
respectivamente. Foram realizadas por 45 consumidores em duas situagdes:
com 14 imagens, que transmitiam tranquilidade e alegria e tristeza e angustia e
com 12 palavras associativas a atributos e qualidade agradaveis e
desagradaveis. Foi utilizado ainda o sistema Open and Online IAT, traduzido
para o portugués, disponibilizado na Internet por meio da linguagem Java script

acessivel por qualquer computador com conexao a rede.

Foirealizado um pré-teste de avaliacao entre os pesquisadores, validando
sua aplicacdo e, posteriormente, o teste foi aplicado por meio do link

https://nenc.com.br/IAT/game.php?exp=4&cli=1 a ser acessado pela internet,

em que se apresentava como um “jogo” cujo objetivo apresentado era o de
relacionar a imagem que aparecia, com a informacédo que acompanhava as
opcOes de resposta. Com base nessa comparagcdo, o0 participante deveria
escolher uma opcéo, “sim” ou “ndo” conforme o que achasse adequado em cada
item. Inicialmente foi apresentado um video explicativo, de 2 minutos, sobre o
produto e, posteriormente solicitava-se que o participante preenchesse o campo
com seu nome completo para, em seguida iniciar o processo de avaliacdo de

imagens referentes aos morangos revestidos com biofilme.

A andlise estatistica deu-se através de ANOVA e o teste de comparacao

de médias foi através do teste Benferroni a 5% de probabilidade.
2.3.5 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente através de Analise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Diferenca Minima Significativa de
Fisher (p < 0,05), utilizando-se o programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.). As
contagens bacterianas tiveram seus valores logaritmizados antes da analise

estatistica.


https://nenc.com.br/IAT/game.php?exp=4&cli=1
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3. Resultados e Discussao

3.1 Andlises Fisico-Quimicas

As Tabela 3 e 4 mostradas a seguir possibilitam a visualizagdo dos
resultados das analises fisico-quimicas realizadas em morangos com e sem
cobertura de alginato de sédio ou de &gar-agar, adicionadas ou ndo de 6leos
essenciais de laranja doce e de tomilho, em trés tempos de armazenamento sob

temperatura de 7°C.
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Tabela 3 Andlises fisico-quimicas realizadas em morangos com e sem cobertura de alginato de sédio, adicionada ou ndo de 6leos
essenciais de laranja doce e de tomilho, em trés tempos de armazenamento sob temperatura de 7°C

Tratame pH Acidez Perda de massa Solidos solaveis

nto (%) (%) (°brix)

Tempo Tempo Tempo  Tempo Tempo  Tempo Tempo Tempo  Tempo Tempo Tempo  Tempo

0 3 15 0 8 15 0 8 15 0 18 15
T1 7,30%4 5,908 3,60°¢  34,28*4  12,00% 7,30%¢ 18,90  14,75%  8,04%¢ 6,20% 6,203 2,40%8
T2 3,26 3,69 3,87 15,09"*  10,28%B  1,21PC 14,11°4 6,88 2,30°¢ 6,60% 8,30 0,40%®
T3 3,14 4,5028 3,65 16,644 8,228 5,51€¢  11,90°A 7,76 1,990¢C 5,60% 5,80 2,008
T4 3,36 5,808 3,80% 27,27  14,01°® 4,07°¢ 10,244 7,348 3,55 5,50% 6,503 9,408
T5 3,06 4,5028 3,65 32,00 8,228 1,25°¢ 12,83~ 569 1,32¢¢ 5,50% 5,80 4,00

T1- Morango controle, T2 — Morango com cobertura de alginato, T3 — Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de tomilho,
T4 — Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de laranja doce, T5- morango com cobertura de alginato e 6leo essencial
de tomilho e de laranja doce. Tempo 0 — até 24 horas de armazenamento, Tempo 8 - armazenamento de 8 dias e Tempo 15 -
armazenamento de 15 dias. Letras minusculas diferentes entre as linhas e indicam diferencas significativas entre os tratamentos
aplicados (p< 0,05) e letras maiusculas diferentes entre colunas indicam diferencas significativas entre os tempos de armazenamento
aplicados (p<0,05).
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Tabela 4 Andlises fisico-quimicas realizadas em morangos com e sem cobertura de agar-agar, adicionada ou ndo de oleos
essenciais de laranja doce e de tomilho, em trés tempos de armazenamento sob temperatura de 7°C

Tratamento pH Acidez Perda de massa Solidos solaveis
(%) (%) (°brix)
Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo  Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo
0 8 15 0 8 15 0 8 15 0 8 15

T1 3,504 9,80% 7,302 15,69%4  15,42% 0,922 8,902 7,708 5,908 6,004 3,908 1,30%¢
T2 3,274 8,30%8 8,702 5,84°4 20,33 6,664 13,30 7,90%8 5,60%¢ 6,104 9,208 5,80P4
T3 3,30 3,400 5,108 8,078 10,00 6,848 11,604  6,50% 3,70°¢ 5,802 2,108 2,20°8
T4 3,294 2,50PA 12,20°® 6,68°* 19,638 1,823 8,802 4,108 2,50°¢ 6,204 4,30 1,804
T5 3,214 3,300 3,404 7,394 10,10® 16,52 14,604  7,60% 6,20%8 5,802 4,108 3,10%

T1- Morango controle, T2 — Morango com cobertura de alginato, T3 — Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de tomilho,

T4 — Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de laranja doce, T5- morango com cobertura de alginato e éleo essencial

de tomilho e de laranja doce. Tempo 0 — até 24 horas de armazenamento, Tempo 8 - armazenamento de 8 dias e Tempo 15 -

armazenamento de 15 dias. Letras minusculas diferentes entre as linhas e indicam diferencas significativas entre os tratamentos

aplicados (p< 0,05) e letras mailsculas diferentes entre colunas indicam diferencas significativas entre os tempos de armazenamento

aplicados (p<0,05).
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3.1.1 Cobertura de Alginato de Sodio

pH

Nos tratamentos com cobertura de alginato de sodio verificou-se que
houve diferencas significativas (p<0,05) em relacdo aos tempos de
armazenamento onde o tempo de 8 dias (T8) foi superior aos demais (TO e T15).
Os valores referentes ao pH estao diretamente ligados a senescéncia dos frutos.

A elevagao no pH no decorrer do tempo foi explicada por Calegaro et al.
(2002) como uma consequéncia da diminuicdo da presenca de acidos organicos
no morango, fato natural do seu processo de amadurecimento. Esses acidos sao
utilizados na respiragdo e, por esse motivo, acarretam uma elevagéo do pH,
mesmo em temperaturas de refrigeracdo. No entanto, é possivel perceber que
no tempo de armazenamento referente ha 8 dias o pH sofreu alteracédo
significativa na maioria das amostras, excetuando a que recebeu tratamento a
base de cobertura de alginato e 6leo essencial de tomilho. Observa-se que todos
os valores de pH encontrados apés 15 dias de armazenamento sob temperatura
de 7°C mostraram-se superiores aos registrados no dia inicial, mas as menores
alteracdes ocorreram nas amostras com 6leo essencial de laranja e na contendo

Oleos essenciais de laranja e de tomilho.

Acidez Titulavel

Na andlise de acidez houve diferencas significativas (p>0,05) em relacdo
aos tempos de armazenamento onde foi observado que o TO foi superior aos
tempos de armazenamento de 8 dias (T8) e de 15 dias (T15). Em seu estudo
Martinéz (2018) encontrou resultados semelhantes ao estudar o efeito dos
revestimentos em morangos incorporados a diferentes concentracdes de 6leo
essencial de orégano em até 15 dias de armazenamento, onde os valores de
acidez foram diminuindo ao longo dos tempos de armazenamento e relacionou
ao aumento do pH e conversao dos aclUcares como resultado das reacdes
enzimaticas ligadas ao amadurecimento dos frutos. Moraes et al (2008) também
encontrou estes resultados ao analisar a qualidade de morangos processados
minimamente mantidos sob refrigeracao e atmosfera controlada, onde observou

a diminuicéo dos valores de acidez ao longo do periodo de armazenamento, pois
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0s acidos organicos tendem a diminuir durante o amadurecimento, em virtude de

sua utilizacdo como substrato para a respiracao.

Perda de massa

Verificou-se que houve diferencas significativas (p<0,05) entre os valores
de perda de massa em relacdo aos tratamentos aplicados e aos tempos de
armazenamento. O tratamento controle (TO) apresentou o valor de perda de
massa significativamente superior (p<0,05) ao morango com cobertura de
alginato de sodio e 6leo essencial de tomilho (T3) e ao morango com cobertura
de alginato de sédio e 6leo de laranja doce e 6leo de tomilho (T5). No primeiro
dia (TO) foram encontrados os maiores valores de perda de massa, sendo
significativamente superior (p<0,05) aos valores do oitavo (T8) e do décimo
quinto dia (T15). E no oitavo (T8) dia foram encontrados valores de perda de
massa significativamente superior (p<0,05) aos valores de perda de massa do
décimo quinto dia (T15).

Segundo Haijji et al (2018) a perda de massa é fator indicativo do frescor
da fruta e sua ocorréncia deve-se a perda de agua pela transpiracdo, bem como
pela diminuicdo das reservas de carbono resultantes do processo de respiracao.
A perda maxima de massa admitida, de acordo com Ronque (1998), para a
comercializacdo do morango é de 6% da massa da fruta na colheita, ndo
devendo superar este indice para sua aceitacdo. Ja Nunes et al (1995),

considera aceitavel a faixa que vai de 6 a 10% de perda de massa do morango.

Solidos Soluveis

Nos tratamentos com cobertura de alginato de sodio houve diferencas
significativas (p>0,05) entre os valores de Sélidos Soluveis em relacdo aos
tratamentos aplicados e a amostra sem cobertura e o tempo de armazenamento
referente a 15 dias diferiu significativamente dos demais tempos. Em seu estudo,
Mendonca (2016) ao analisar morangos cobertos com diferentes filmes
biodegradaveis em 19 dias de armazenamento encontrou resultados
semelhantes ao verificar que suas coberturas tiveram influéncia sobre os

morangos quando relacionadas a solidos soluveis.
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3.1.2 Cobertura de Agar-Agar

pH

Em relacédo as coberturas de agar-agar (Tabela 4) verificou-se que nao
houve diferencas significativas (p>0,05) entre os valores de pH em relacdo aos
tratamentos aplicados no tempo zero, porém, houve diferencas significativas
(p<0,05) em relacdo aos tratamentos nos tempos 8 e 15. E também houveram
diferencas significativas em relacdo aos tempos de armazenamento. O pH do
tempo de armazenamento de 15 dias (T15) foi significativamente superior ao
tempo de armazenamento de até 24 horas (T0), e assim como observado nas
amostras com cobertura de alginato, os valores de pH encontrados apos 15 dias
de armazenamento sob temperatura de 7°C mostraram-se superiores aos
registrados no dia inicial, repetindo-se a ocorréncia de menor indice de
alteracBes ocorreram nas amostras com Oleo essencial de laranja (T4) e na
contendo 6leos essenciais de laranja e de tomilho(T5).

Em seu estudo Oliveira (2016), ao analisar coberturas comestiveis de
quitosana adicionada de 6leo essencial de Salvia esclareia na conservacao de
morangos, também ndo encontrou diferencas significativas para analise de pH
relacionando aos tratamentos, mas os valores tiveram alteracdo ao longo do
tempo de armazenamento, onde o aumento do pH se d& pelo metabolismo de

maturacédo dos morangos.

Acidez Titulavel

Em relacdo a acidez, verificou-se que houve diferencas significativas
(p>0,05) em relacéo aos tratamentos aplicados e ao tempo de armazenamento,
0 que se diferencia do estudo de Peano et al (2014) ao elaborar diferentes
materiais de embalagem para manutencao da vida util de morangos observaram
gue em relagéo os valores de acidez ndo obtiveram diferencgas entre os diversos
tratamentos e nem em relacdo ao tempo de armazenamento. Ja no estudo de
Silva (2019) ao elaborar revestimentos a base de pectina de maga, nanocristais
de celulose e 6leo essencial de capim-limdo observou que os valores de acidez
diminuiram com o tempo de armazenamento independente do revestimento
utilizado, a reducdo pode ser esperada como resultado de mudancas

metabdlicas no processo respiratorio.



84

Perda de massa

Houve diferencas significativas (p<0,05) entre os valores de perda de
massa em relagéo aos tratamentos aplicados e aos tempos de armazenamento.
Em relacdo aos tratamentos, o0 morango controle (T1) apresentou o valor de
perda de massa significativamente inferior (p<0,05) aos demais tratamentos. Isto
demonstra que as coberturas de agar-agar com ou sem 0leos essenciais nao
foram boas barreiras para minimizar a perda de massa, diferentemente das
coberturas de alginato, que diminuiram a perda de massa.

Ao contrario de Khan (2019) em seu estudo sobre revestimento
comestivel a base de quitosana observou que ao longo dos dias de
armazenamento todas as amostras aumentaram o % de perda de massa, sendo
maior na amostra controle, podendo dizer que as amostras revestidas tiveram
efeito sobre a perda de massa. Em relacédo ao tempo de armazenamento, houve
diferencas significativas entre todos os tempos, no primeiro dia (TO) foram
encontrados valores de perda de massa significativamente superior (p<0,05) aos
valores de perda de massa do oitavo (T8) e do décimo quinto dia (T15). E no
oitavo (T8) dia foram encontrados valores de perda de massa significativamente

superior (p<0,05) aos valores de perda de massa do décimo quinto dia (T15).

Solidos Soluveis

Por dltimo, em relagdo aos solidos sollveis verificou-se que houve
diferencas significativas (p<0,05) entre os valores de solidos solUveis em relacéo
aos tratamentos aplicados e aos tempos de armazenamento. Os morangos com
cobertura de agar-agar (T2) e com cobertura de agar-agar e 6leo essencial de
tomilho (T3) apresentaram valores de solidos solluveis significativamente
superior (p<0,05) aos demais tratamentos, fato que, de certa forma contraria 0s
resultados obtidos por Campos et al que néo percebeu variagdes significativas
nos SST (°Brix) tanto com relagéo ao periodo de tempo do estudo como entre os
tratamentos aplicados.

Por outro lado, resultados de Gomes et al (2007), indicam que para a

banana pacovan foram encontradas variagdes em ° Brix, de 1,77 no primeiro dia



85

e 13,24, no oitavo, enquanto que nos frutos que receberam banho 6leo essencial
verificou-se para 26,46 apos oito dias. Vieites et al (2006), explica a variacéo no
teor de solidos solaveis nos diferentes tratamentos por tratar-se de frutos nao
climatéricos. Segundo os autores, no caso de frutos climatéricos o menor grau
de acidez durante a armazenagem esta relacionado especialmente com o
processo respiratdrio e a conversao dos acidos em agucares no qual caracteriza
0 seu amadurecimento. Neste experimento a diminuicdo no teor de acidez
titulavel nos morangos deve-se provavelmente, a sua utilizacdo na conversao de
acucares. Fato este verificado pela maior variacdo no teor de sélidos sollveis
encontrados. No que diz respeito ao tempo de armazenamento, no tempo 15
dias foram encontrados valores de solidos soluveis significativamente inferiores
(p<0,05) aos valores de solidos soltveis do primeiro dia, o que é corroborado por
Gil-Geraldo et al (2018).

3.2 Andlises Microbiolégicas

As Tabela 5 e 6 mostradas a seguir possibilitam a visualizacdo dos
resultados das médias das contagens realizadas nas analises microbioldgicas
dos em morangos com e sem cobertura de alginato de sodio ou de agar-agar,
adicionadas ou ndo de 6leos essenciais de laranja doce e de tomilho, em trés

tempos de armazenamento sob temperatura de 7°C.
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Tabela 5 Analises microbioldgicas realizadas em morangos com e sem cobertura de alginato de sodio, adicionada ou n&o de
Oleos essenciais de laranja doce e de tomilho, em trés tempos de armazenamento sob temperatura de 7°C

Tratament Bolores e Leveduras Mesofilos Aerdbios Psicrotréficos Aerdbios
o) (UFC. g™ (UFC. g% (UFC. gh
Tempo

Tempo O Tempo 8 15 Tempo O Tempo 8 Tempo 15 Tempo O Tempo 8 Tempo 15
T1 1,2x10%4 2,5x10%A 3,0x10%A 4,3x103%A 1,4x10%8 3,0x103%A 1,1x10%4 9,0x10%8 6,1x10%8
T2 1,9x10°%A 1,4x10%8 1,7x10°¢ 8,8x103%A 2,2x10°%A 1,7x10°%8 1,1x10%4 1,6x10%8 1,7x10%¢°
T3 oA 1,5x103%8 4,5x103%8 3,3x10%A 3,3x10%A 4,5x103%8 2,6x10%A 1,7x10%® 7,0x10°%®
T4 6,7x10°%A 1,3x10°°8 1,6x103%A 1,1x103%A 3,1x103A 1,6x103%A 3,7x10%A 2,3x10628 6,3x10°%C
T 1,1x10°%A 3,3x10°A 6,5x103%A 1,0x10%A 3,3x10°08 6,5x103%8 2,0x10%A 1,9x10%® 1,2x10%¢

T1- Morango controle, T2 — Morango com cobertura de alginato, T3 — Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de
tomilho, T4 — Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de laranja doce, T5- morango com cobertura de alginato e
Oleo essencial de tomilho e de laranja doce. Tempo 0 — até 24 horas de armazenamento, Tempo 8 - armazenamento de 8 dias
e Tempo 15 - armazenamento de 15 dias. Letras minusculas diferentes entre as linhas e indicam diferencgas significativas entre
os tratamentos aplicados (p< 0,05) e letras maiusculas diferentes entre colunas indicam diferencas significativas entre os
tempos de armazenamento aplicados (p<0,05). Para realizacdo da analise estatistica os valores foram logaritmizados.
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Tabela 6 Andlises microbiolégicas realizadas em morangos com e sem cobertura de agar-agar, adicionada ou ndo de 6leos

essenciais de laranja doce e de tomilho, em trés tempos de armazenamento sob temperatura de 7°C

Tratament Bolores e Leveduras Mesoéfilos Aerdbios Psicrotroficos Aerdbios
o] (UFC.g™h (UFC. g™} (UFC.g™h
Tempo

Tempo 0 Tempo 8 15 Tempo 0 Tempo 8 Tempo 15 Tempo O Tempo 8 Tempo 15
Tl 1,4x10%A 8,8x10°%8 2,1x10°%8 1,9x10%A 1,8x10%8 1,3x10%¢ 3,3x10%A 2,6x10%8 4,1x10%¢
T2 5,9x10%A 1,6x107%8 9,0x10°%¢ 6,8x10%A 1,0x105°%8 3,8x1058 7,4x10%4A 1,6x107°8 1,2x1068a¢
T3 obA 6,0x10%E 2,4x10%C 3,6x10%A 2,2x103%8 7,6x10808 1,5x103%°A 2,3x10%°B 3,3x10%¢
T4 7,8x10%A 2,0x10%%® 6,9x10%C 6,0x103A 7,5x10°°%8 3,0x106%¢c 6,0x103PA 1,3x10698 5,5x106%28
TS 2,6x10%%A 4,6x10%8 2,5x10%¢ 4,3x10%A 5,2x103a8 1,5x103°8 2,0x10%¢A 1,2x105%8 3,4x10%¢

T1- Morango controle, T2 — Morango com cobertura de alginato, T3 — Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de
tomilho, T4 — Morango com cobertura de alginato e 6leo essencial de laranja doce, T5- morango com cobertura de alginato e
oleo essencial de tomilho e de laranja doce. Tempo 0 — até 24 horas de armazenamento, Tempo 8 - armazenamento de 8 dias
e Tempo 15 - armazenamento de 15 dias. Letras minusculas diferentes entre as linhas e indicam diferengas significativas entre
os tratamentos aplicados (p< 0,05) e letras maiusculas diferentes entre colunas indicam diferencas significativas entre os
tempos de armazenamento aplicados (p<0,05). Para realizacdo da analise estatistica os valores foram logaritmizados.
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3.2.1 Cobertura de Alginato de Sodio
Contagem de bolores e leveduras

Em relacdo aos bolores e leveduras (Tabela 5) verificou-se que houve
diferencas significativas (p<0,05) entre os valores das enumeracdes em relacao
aos tratamentos aplicados, e em relacdo aos tempos de armazenamento. Os
morangos com cobertura de alginato e 6leo essencial de tomilho (T3)
apresentaram 0s menores valores de enumeracdo de fungos, sendo
significativamente inferior (p<0,05) aos outros tratamentos, com exce¢ao do
morango com cobertura de alginato e 6leo de laranja doce e 6leo de tomilho (T5)

do qual ndo se diferenciou significativamente.

O efeito antimicrobiano pode ser associado ao 6leo essencial de tomilho,
em razao da diferenga de resultados demonstrados nas amostras. Este resultado
pode ser explicado pelo consideravel potencial antimicrobiano do timol e do
carvacrol, que sdo os principais constituintes do 6leo de tomilho (ROCHA et al,
2012; Pozzo et al., 2011).

Microrganismos Mesofilos Aerébios

No caso dos microrganismos Mesdéfilos aerdbios (Tabela 5) verificou-se
gue houve diferencas significativas (p<0,05) entre os valores das enumeracodes
em relacdo aos tratamentos aplicados e em relacdo aos tempos de
armazenamento. Os morangos com cobertura de alginato e 6leo essencial de
tomilho (T3) apresentaram o0s menores valores de enumeragdo de
microrganismos mesofilos aerdbios, sendo significativamente inferior (p<0,05)
aos tratamentos morango controle (T1) e morango com cobertura de alginato
(T2).

A presenca de 6leos essenciais na cobertura de alginato atuaram de
forma significativa para inibicdo microbiana. Nessas analises o resultado obtido
nas amostras com Oleo essencial de laranja doce também demonstrou uma
atividade antimicrobiana, porém mais fraca que a do 6leo essencial de tomilho,
ainda que ambos tenham demonstrado acdo significativa na reducdo de

microrganismos mesofilos aerobios das amostras.
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Em estudo realizado por Everton et al (2020), demonstraram uma
eficiente acdo antimicrobiana do oOleo essencial de Laranja doce, tanto para
bactérias Gram positivas como para Gram negativas. No entanto, Eldah-shane
e Halim (2016), chamam atencédo para o fato de que a atividade antibacteriana
do oleo provém da presenca de compostos oxigenados na sua constituicao, o

gue lhe concede potencialidade para aplicacdo na conservacédo de alimentos.

Microrganismos Psicrotroficos Aerdbios

Verificou-se que houve diferencas significativas (p<0,05) entre os valores
das enumeracfes de microrganismos psicrotréficos (Tabela 5) em relacdo aos
tratamentos aplicados, e em relacdo aos tempos de armazenamento. Os
morangos com cobertura de alginato de sddio e 6leo essencial de tomilho (T3) e
0s morangos com cobertura de alginato e 6leo de laranja doce e 6leo de tomilho
(T5) apresentaram o0s menores valores de enumeracdo de microrganismos
psicrotroficos, sendo significativamente inferior (p<0,05) ao tratamento controle
(T1), porém, dos demais tratamentos nao diferiram significativamente. As médias

das contagens sdo demonstradas na Tabela 5.

Estes resultados indicam que as coberturas de alginato de sédio
adicionadas de oleo essencial de tomilho e 6leo essencial de laranja doce
apresentam-se como inibitérias a microrganismos psicrotroficos e este efeito
pode ser atribuido aos constituintes desses 0leos, especialmente, segundo Calo
et al (2015) em decorréncia da agcao do citruleno e o limoneno, considerados
predominantes nos O6leos essenciais citricos e do timol e do carvacrol

predominantes no 6leo de tomilho.

Coliformes totais e termotolerantes

Quanto a enumeracédo de coliformes totais e termotolerantes realizadas
em morangos com e sem cobertura de alginato, adicionadas ou ndo de 6leos
essenciais de laranja doce e de tomilho, em trés tempos de armazenamento sob

temperatura de 7°C, observou- se que ndo houve crescimento nas amostras
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apresentadas, ndo podendo analisar as diferencas em relacdo aos tratamentos
aplicados e seus tempos de armazenamento. Os resultados podem ser
atribuidos a etapa de higienizacdo dos morangos que antecede o0s
revestimentos. Em seu estudo Guimardes (2013) ao estudar a produtividade,
qualidade e conservacdo pos colheita de frutos em diferentes cultivares de
morangos encontrou resultados semelhantes ao nao detectar a presenca de
coliformes totais em niveis significativos nos frutos de nenhuma das cultivares

de morangueiro, justificando o emprego de boas praticas agricolas.

3.2.2 Cobertura de Agar-Agar
Contagem de Bolores e Leveduras

Pela andlise dos dados obtidos (Tabela 6) verificou-se que houve
diferencas significativas (p<0,05) entre os valores das enumeracdes de fungos
em relagcdo aos tratamentos aplicados, e em relacdo aos tempos de
armazenamento.

Em relacédo aos tratamentos, os morangos com cobertura de agar-agar e
Oleo essencial de tomilho (T3) apresentaram os menores valores de enumeracao
de bolores e leveduras, sendo significativamente inferior (p<0,05) aos outros
tratamentos, com excecdo do morango com cobertura de agar-agar e Oleo de
laranja doce e Oleo de tomilho (T5) morango do qual ndo se diferenciou
significativamente. No estudo de Martinéz (2018) ao avaliar o efeito de
revestimentos a base de quitosana com adicdo de 6leo essencial de tomilho
(Thymus capitatus) para testar a vida Gtil de morangos pode observar que a
adicdo do 6leo essencial aos revestimentos produziu barreiras contra umidade,
taxa de respiracdo, producdo de etileno provocando um atraso no

amadurecimento dos frutos.

Microrganismos Mesofilos Aerdbios

Foram identificadas, por meio da analise dos dados, que houve diferencas
significativas (p<0,05) entre os valores das enumeracdes de microrganismos
mesofilos aerdbios em relacdo aos tratamentos aplicados e aos tempos de

armazenamento (Tabela 6).
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Em relacédo aos tratamentos, os morangos com cobertura de agar-agar e
Oleo essencial de tomilho (T3) e os morangos com cobertura de agar-agar e 0leo
de laranja doce e 6leo de tomilho (T5) foram os que apresentaram 0s menores
valores de enumeracdo de microrganismos mesofilos aerdbios, sendo
significativamente inferiores (p<0,05) aos demais tratamentos. E em relacdo ao
tempo de armazenamento, no tempo de até um dia (TO) foram encontrados os
menores valores de contagem de microrganismos mesofilos aerdbios, sendo
significativamente inferiores (p<0,05) aos valores de microrganismos mesofilos
aerébios do tempo de 15 dias. O tempo de até um dia (TO) n&o diferiu do tempo
de oito dias (T8) em relacdo a contagem de microrganismos mesofilos aerébios.

Everton et al (2020) ao estudar a atividade antimicrobiana 6leo essencial
de Citrus sinensis pode comprovar sua atividade antimicrobiana devido ao seu
principal componente d-limonene ser eficiente ao inibir a bactéria
Staphylococcus aureus pelo Método de Difusdo de Disco, juntamente com 0s
componentes do 6leo essencial de tomilho formam boas barreiras contra

microrganismaos.

Microrganismos Psicrotroficos Aerdbios

Verificou-se que houve diferencas significativas (p<0,05) entre os valores
das enumeracdes de microrganismos psicrotréficos em relacao aos tratamentos
aplicados e aos tempos de armazenamento (Tabela 6). Em relacdo aos
tratamentos, os morangos com cobertura de &gar-agar e 6leo essencial de
tomilho (T3) apresentaram o0s menores valores de enumeracdo de
microrganismos psicrotroficos, sendo significativamente inferiores (p<0,05) aos
demais tratamentos, com excecdo dos morangos com cobertura de 4gar-agar e
Oleo de laranja doce e 6leo de tomilho (T5) do qual ndo diferiu significativamente.

Os componentes presentes no 6leo essencial de tomilho podem explicar
os resultados encontrados. Em seu estudo Solomakos et al (2007) para avaliar
os efeitos do Oleo essencial de tomilho em diferentes concentragdes contra E.
coli, encontrou que devido aos componentes carvacrol e timol nas concentracdes
0,5% 1,0% 1,5% e 2,0% tiveram acdo antimicrobiana contra a bactéria. Em
relacdo ao tempo de armazenamento, no tempo de até um dia (TO) foram

encontrados 0s menores valores de contagem de microrganismos psicrotréficos,



92

sendo significativamente inferiores (p<0,05) aos valores de microrganismos

psicrotréficos dos tempos de 8 e de 15 dias.

Coliformes totais e termotolerantes

Quando a enumeragéao de coliformes totais e termotelerantes realizadas
em morangos com e sem cobertura de agar-agar, adicionada ou ndo de o6leos
essenciais de laranja doce e de tomilho, em trés tempos de armazenamento sob
temperatura de 7°C, ndo houve crescimento perceptivel nas amostras ndo sendo
possivel avaliar as diferencas em relacdo aos tratamentos e/ou tempos de
armazenamento. Em seu estudo Kempka et al (2012) encontrou resultados
semelhantes ao avaliar o desenvolvimento de cobertura a base de colageno
parcialmente hidrolisado, manitol e antimicrobianos aplicados em morangos,
onde também n&do houve crescimento nas amostras em 1 dia de
armazenamento.

Segundo Instrucdo normativa (IN) n® 60 de 2019, que estabelece padrdes
microbiolégicos de alimentos para frutas preparadas (inteiras, descascadas ou
fracionadas), sanificadas, refrigeradas ou congeladas mostra que para

Escherichia coli/g é permitido 2x10/g.

Listeria monocytogenes

A Tabela 7 mostrada a seguir possibilita a visualizacdo dos resultados da
pesquisa de Listeria monocytogenes realizada em morangos com e sem
cobertura de alginato, adicionada ou ndo de 6leos essenciais de laranja doce e

de tomilho.
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Tabela 7 Listeria monocytogenes em morangos com e sem cobertura de alginato
adicionada de ambos os 6leos essenciais, ou seja, de laranja doce e de tomilho,
em triplicata sob temperatura de 7°C.

Tratamento Listeria monocytogenes
M1 Auséncia
M2 Auséncia
M3 Presenca
M4 Auséncia
M5 Presenca

M1- Morango controle; M2 — Morango somente com cobertura de alginato; M3
— Morango sem cobertura e contaminado com Listeria monocytogenes; M4 —
Morango contaminado com Listeria monocytogenes e depois imerso na
cobertura de alginato; M5 — Morango com cobertura de alginato e depois
contaminado de Listeria monocytogenes.

Conforme demonstrado a cobertura de alginato aplicada a previamente a
contaminacgao (M5) ndo teve acdo contra o microrganismo, sendo este detectado
em analise efetuada apos o tratamento. Em contrapartida, a imersao em
cobertura de alginato com a combinacao de 6leos essenciais de tomilho e laranja
doce (M4) feita posteriormente a contaminacdo dos frutos pelo agente
apresentou acdo antimicrobiana, tendo em vista a auséncia de Listeria
monocytogenes na amostra analisada.

Em estudo Miyague (2015) ao testar combinac¢des de acidos fendlicos e
Oleos essenciais contra Listeria monocytogenes em tubos com caldo BHI pode
observar que a combinacdo do acido fendlico Isotiocianato de alila e o dleo
essencial carvacrol foram as combinagdes mais eficazes contra Listeria
monocytogenes. Pereira et al (2019) elaborou revestimentos antimicrobianos de
zeina plastificados com 6leos essenciais de alho e tomilho, e observou que a
mistura dos 6leos essenciais nos revestimentos nas concentracées de 3 e 5%
foram eficazes contra Listeria monocytogenes. Reis et al (2020) ao avaliar a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais contra patdgenos alimentares e
observou através do método disco de difusdo o efeito do Oleo essencial de

tomilho contra Listeria monocytogenes em concentracoes de 2,5%.
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3.3 Analise sensorial

Na tabela 8 estdo apresentados os percentuais das respostas “nao e sim”
e 0 tempo em segundos de resposta, para amostra de morangos com cobertura
de alginato de sddio e agar-agar adicionados dos Oleos essenciais. O tempo total

do teste para todos consumidores foi de 5 a 8 minutos.
Coberturas de Alginato de Sédio

Nas amostras de morangos com cobertura de alginato, pode-se observar
que em imagens que remetiam ‘parque, praga e praia’ apresentaram os maiores
percentuais para a opg¢ao ‘sim’, sendo que nas palavras associativas os maiores
percentuais para ‘ndo’ vém de encontro as imagens, pois os consumidores nao
consideram que represente um ‘alimento contaminado, aspecto desagradavel,
improprio para 0 consumo, intoxicacdo alimentar. Assim, as imagens
provavelmente remetem a tranquilidade, alegria e nas palavras associativas

‘saudavel, preservacao de qualidade’.

Frutos de amora-preta minimamente processados, revestidos com
alginato de sodio, apresentaram aceitacdo sensorial e caracteristicas fisicas e
quimicas semelhantes aos frutos in natura segundo estudo realizado por
Meneghelet al. (2008).

No que diz respeito ao tempo de resposta, de acordo com o teste aplicado,
a rapidez na associacdo esta diretamente relacionada a convic¢cao implicita na
resposta. Maior rapidez nas respostas demonstra maior certeza, enquanto a

demora na decisdo remete a potenciais duvidas geradas pela questado
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Tabela 8 Resultadgs de “ndo e sim” e tempo de resposta no Teste de Associagdes Implicitas (TAl) em morangos com cobertura de alginato e morangos
com cobertura de Agar-agar (n=45)

Coberturade Alginato Cobertura de Agar-agar
Imagens N&o Tempo/resposta  Sim (%) Tempo/respost N&o (%) Tempo/respost Sim (%) Tempo/respost
(%) (s) a(s) a(s) a (s)
Academia 58,3 032,26 41,7 137,58 33,3 081,31 66,7 297,36
Acidente 50,0 050,49 50,0 000,76 42,1 121,17 57,9 108,70
Aeroporto 68,3 041,96 31,7 374,54 60,0 076,22 40,0 223,12
Chuva 71,4 103,50 28,6 107,77 61,4 013,72 38,6 350,04
Dinheiro 51,5 004,20 48,5 439,89 39,2 122,98 60,8 125,54
Escola 65,2 116,68 34,8 323,24 39,5 109,93 60,5 164,94
Esporte 55,8 344,25 44,2 269,80 47,4 046,79 52,6 054,28
Festa 60,0 110,79 40,0 016,91 48,4 040,79 51,6 297,86
Flores 48,5 149,73 51,5 039,06 60,5 094,55 39,5 082,39
Neve 51,0 063,61 49,0 271,29 45,9 157,44 54,1 004,94
Parque 47,1 070,43 52,9 288,44 48,4 065,86 51,6 353,63
Praca 44,8 043,91 55,2 197,88 63,0 047,03 37,0 011,56
Praia 43,2 222,16 56,8 226,15 51,4 167,95 48,6 209,04
Shopping 66,7 197,81 33,3 413,09 55,8 088,61 44,2 206,46
Palavras associativas

Alimento contaminado 63,9 108,60 36,1 054,01 51,4 329,67 48,6 188,15
Aspecto desagradavel 63,3 045,20 36,7 158,97 37,5 033,65 62,5 192,02
Atrativo e apetitoso 75,6 093,24 24,4 236,50 52,4 104,51 47,6 245,68
Aumento de vida util 50,9 123,45 49,1 110,69 37,5 287,87 62,5 136,08
Evitar consumo de bactérias 51,4 139,42 48,6 081,53 48,8 277,53 51,2 137,58
Improprio para o consumo 61,0 006,48 39,0 105,76 50,0 181,80 50,0 082,43
Intoxicag&o alimentar 59,4 590,73 40,6 253,65 38,8 099,78 61,2 174,73
N&o conserva 43,3 212,92 56,7 220,49 53,2 409,62 46,8 200,06
Preservacao de qualidade 40,7 072,04 59,3 010,72 55,0 077,17 45,0 353,24
Saudavel 40,5 088,14 59,5 501,65 57,9 036,41 42,1 226,52

Sem qualidade 50,0 066,80 50,0 011,32 70,4 028,14 29,6 001,59
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Coberturas de Agar-agar

Nas amostras de morangos com cobertura de agar-agar, pode-se
observar que nas imagens que remetiam ‘academia, dinheiro e escola’
apresentaram os maiores percentuais para a opgao ‘sim’. No que diz respeito as
palavras associativas 0s maiores percentuais para ‘ndo’ foram conflitantes,
observando-se o0 maior para a palavra “sem qualidade”, seguidos de “saudavel’
e preservacao da qualidade, o que leva ao entendimento de que o consumidor
pode ter considerado o alimento como “sem qualidade” sendo possivel que as
imagens possam ter remetido a sensacdo de intranquilidade e tristeza. Em
contrapartida 62,5% consideraram a opgdo “sim” associada ao aumento de
qualidade e 51,2% também “sim” relacionado a possibilidade de evitar consumo
de bactérias. Pelo tempo despendido pelos participantes nas respostas
referentes a associacdo com palavras, pode-se perceber certa dificuldade na
tomada de decisdo a respeito desses questionamentos, demonstrando

inseguranca ao optar por uma das alternativas.

4. Conclusodes

Com base no estudo desenvolvido é possivel concluir que coberturas de
alginato de sodio com adicdo de 6leo essencial de tomilho e/ou de laranja doce
mantém as caracteristicas fisico-quimicas e inibem o desenvolvimento de
bactérias e fungos em morangos.

Morangos com coberturas de 4gar-agar ou alginato de sédio incorporados
com Oleo essencial de tomilho e/ou de laranja doce apresentam aceitacéo para
0 consumo, no entanto, a palatabilidade dos frutos com estes revestimentos néo
foi avaliada em razdo da pandemia e, sendo necessario que outros trabalhos
abordam mais especificamente este fator junto aos consumidores.

Morangos com coberturas incorporados com 6leo essencial de tomilho e
O0leo essencial de laranja doce apresentaram efeito antimicrobiano frente a
Listeria  monocytogenes, quando a cobertura de alginato foi aplicada a

posteriormente a contaminagéo dos frutos.
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8 Consideracoes finais

A principal vantagem da incorporacao de Oleos essenciais em matrizes
poliméricas é que a taxa de difusdo do agente antimicrobiano € constante,
mantendo desse modo as altas concentragdes de compostos ativos na superficie
do produto, onde a contaminacdo € prevalente, por periodos de tempo
prolongados. Com isso, 0 processo torna-se mais eficaz em reduzir os niveis de
microrganismos do que quando aplicado diretamente na superficie do produto
através de uma solucéo de pulverizacdo (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011).

A partir do estudo apresentado, verifica-se o grande potencial da
utilizacdo dos o6leos essenciais em filmes elaborados com polimeros, por
exemplo, o alginato de sédio, e a aplicacdo dos mesmos em frutas minimamente
processadas, com intuito de prolongar sua vida util e manter a inocuidade

microbioldgica.

Em funcédo da Pandemia de COVID-19 nao foi possivel avancar muito na
parte analitica, ficando para periodo posterior & pandemia a implementacao de
outras andlises. Sugere-se em trabalhos futuros a utilizacdo da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) para analise da estrutura das coberturas com 6leo
essencial. A MEV é um procedimento que permite a observacao da superficie e
da secéo transversal dos filmes, o que leva a detec¢ao de possiveis imperfeicdes
estruturais das amostras, como o0 caso da homogeneidade, a integracdo entre
compostos nos filmes e mesmo a presenca de rupturas e falhas na sua superficie
(D*AVIAL, 2010), bem como avaliagdo da qualidade da adesdo do filme a
superficie da fruta. Este procedimento, utilizado em alguns trabalhos, permitiu
uma melhor avaliagdo da qualidade das coberturas no processo de conservacao

dos produtos.

Estudos apontam para a importancia relativa a espessura do filme
aplicado nas frutas, tendo em vista que quanto maior seu valor, mais eficaz a
barreira aos gases e ao vapor d’agua, perda de umidade. No entanto, do ponto
de vista sensorial, um filme muito espesso néo seria agradavel ao paladar do

consumidor. Um fator que pode ter contribuido para divergéncias de resultados
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entre tratamentos € a falta de controle de espessura do filme por meio de

micrografia, que conferiria uma maior precisdo na padronizacdo destes filmes.

N&o foi possivel estabelecer uma parceria com a Cooperativa de
produtores de morango como inicialmente previsto, com isso os morangos foram
adquiridos nos estabelecimentos comerciais da cidade de Pelotas-RS.Por terem
sido adquiridos no mercado, em diferentes periodos e sem o conhecimento do
tratamento atribuido aos frutos durante a producdo, algumas pequenas
interferéncias podem ter ocorrido e contribuido para divergéncias entre n0ssos

achados e os de outros autores.

Comparativamente, as coberturas de alginato demonstraram-se mais
efetivas na diminuicdo da perda de massa dos frutos do que as de agar-agar,
com ou sem Oleos essenciais e, com relacdo aos 6leos essenciais, o detomilho
demonstrou uma melhor atividade antimicrobiana. Isto pode estar relacionado ao
fato j& relatado que OEs ricos em aldeidos e fendis como o cinamaldeido, citral,
carvacrol, eugenol e timol demonstram uma maior atividade antimicrobiana
(Bassolé& Juliani, 2012), com maior efeito contra as bactérias Gram-positivas
(Hyldgaard et al., 2012).

Acredita-se na importancia da continuidade dos estudos relativos as
coberturas comestiveis e, principalmente, a sua associacdo com diferentes 6leos
essenciais na expectativa de prolongar o tempo de vida de prateleira dos frutos
minimamente processados. Ainda com todas as dificuldades encontradas em
razao do contexto pandémico que predominou durante os estudos, avaliou-se
positivamente a presente pesquisa, em especial do ponto de vista da capacidade
de enfrentar adversidades e, ainda assim, concluir-se aquilo a que se propos.

Espera-se que esse estudo sirva de base para muitos outros que devem
ainda ser realizados, com o aprimoramento das técnicas e aperfeicoamento das
analises a fim de que se alcance cada vez mais a exceléncia neste campo de

atuacao.
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