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RESUMO

A qualidade e a seguranca alimentar dos tomates sdo fatores primordiais para a
selecdo desse produto pelos consumidores. Por isso, o presente trabalho tem como
objetivo produzir, aplicar e avaliar biofilmes ativos produzidos utilizando como base um
polissacarideo natural e o 6leo essencial da casca do limdo. O biofilme produzido sera
aplicado em tomates, avaliando-se sua efetividade enquanto filme bioativo com atividade
antifungica. O 6leo essencial foi extraido das cascas frescas do limdo pelo método de
hidrodestilacdo utilizando o extrator de Clevenger. Determinou-se a densidade relativa e
o rendimento do 6leo. Os filmes foram obtidos utilizando uma solucéo aquosa, contendo
polissacarideo (4% p/p), glicerol (50% p/p em relacdo ao amido) como plastificante e o
Oleo essencial da casca de liméo (2%). A atividade antifungica foi analisada através do
método de microdiluicdo, na qual foi utilizado o fungo Aspergillus niger, para determinar
a concentragéo fungicida minima do 6leo essencial. A partir dessa concentragédo do 0leo
foram produzidos os biofilmes e avaliados a atividade antifungica pelo método de difuséo
de discos. Os biofilmes foram avaliados quanto aos aspectos visuais, tateis, espessura (5)
e cor. Além disso, foram avaliados a perda de massa dos frutos por gravimetria, pH,
acidez titulavel (%), sélidos soluveis (°Brix) e relagédo solidos soluveis e acidez total, nos
tempos 0, 3, 7, 9 e 14 dias de armazenamento a temperatura ambiente. Os resultados
indicam que a concentracdo de 2% do 6leo essencial foi a mais eficaz no controle de
crescimento do fungo A. niger, e, portanto, foi selecionada para aplicacdo como aditivo
bioativo nos biofilmes. Além disso, os filmes de amido de milho apresentaram boas
carateristicas visuais, tateis e transparéncia. Os resultados da atividade antifingica
demonstraram que os filmes apresentaram bioatividade frente ao A. niger, com atividade
fungiostatica. A aplicacdo dos biofilmes a base de amido de milho e 6leo essencial de
limdo (AM+OEL), apresentaram bioatividade frente aos coliformes totais, bactérias
aer6bias mesofilas, e reduziram o crescimento dos fungos, em relacdo aos tomates in
natura armazenados a temperatura ambiente durante 16 dias. Quanto aos parametros
fisico-quimicos verifica-se que os frutos revestidos com os filmes AM+OEL retardaram
o tempo de senescéncia dos frutos, prolongando a sua vida util.
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1 INTRODUCAO

As embalagens possuem um papel fundamental na industria de alimentos, por
conterem o alimento, protegerem, preservarem, transportarem, o que ajuda a reduzir
perdas e desperdicio de alimentos. Além do papel social e informativo sobre os valores
nutricionais do alimento (JORGE, 2013; CLAIRE, SARANTOPOULOS, 2020).

O impacto ambiental gerado por embalagens plasticas é uma grande preocupacao
por ser derivado do petréleo e ndo biodegradavel. No ano de 2020, 367 milhGes de
toneladas de plastico foram produzidos mundialmente, sendo a China um dos maiores
consumidores de plastico do mundo (PLASTICSEUROPE, 2021). Nesse contexto,
estudos sobre o desenvolvimento de embalagens de alimentos utilizando biopolimeros e
substancias bioativas de produtos naturais tem se intensificado.

Os biopolimeros sdo polimeros capazes de serem decompostos por agao
microbiana em CO,, H2O, CH4, compostos inorganicos ou biomassa, contribuindo para a
reducdo dos residuos sélidos no meio ambiente. Os bioplasticos produzidos a partir de
fontes biodegradaveis ou compostaveis, tais como, polilactideos, amido, gelatina,
polihidroxialcanoatos, celulose e outros (MROCZKOWSKA et al., 2021). Os residuos
agroindustrias, também podem ser uma excelente matéria prima para producdo de
bioplasticos, além disso, uma fonte de compostos biodegradaveis, ricos em compostos
bioativos, como as cascas frutas citricas.

As frutas citricas sdo frutas populares ao redor do mundo que ganhou um grande
destaque durante o periodo da pandemia por ser fonte de nutrientes que fortalecem o
sistema imunoldgico. Entretanto, o consumo e o processamento industrial das frutas
citricas geram muitos residuos, tais como, cascas, sementes e bagaco, o que pode gerar
também impactos ambientais e perdas econdmicas. Por exemplo, em torno de 50% do
peso total do fruto é composto pela casca, 0 que tornam esse residuo uma excelente fonte
de materia prima para producéo de biofilmes (YUN, LIU, 2022). Recentemente, Yun et
al. (2022) verificaram que filmes produzidos com a farinha da casca de frutos citricos
retardaram a oxidacdo do 6leo de milho por ser uma excelente barreira a oxigénio e a luz,
além das propriedades antioxidantes.

O tomate (Lycopersicon esculentum), em particular, € um fruto muito produzido,

que possui um alto valor econdmico no mercado e muito utilizado na culinéria brasileira,



contudo, o curto tempo de vida de prateleira e a fragilidade desse fruto sdo fatores
limitantes que geram perdas pos-colheita. De fato, Lana et al. (2006) verificaram que o
manuseio pés-colheita inadequado desse fruto, bem como, o uso de embalagens mal
dimensionadas, geram cerca de 67,8% de danos a esse produto.

Outro fator limitante é alta atividade de agua de frutas, que aumentam a
perecibilidade desse produto e reduz a sua vida de prateleira, devido a contaminagédo por
microrganismos deteriorantes. Frutas e hortalicas, sdo importantes veiculos de
transmissdo de doencas infecciosas, se mal higienizados. Espécies de microrganismos
contaminantes em frutas e hortalicas ja foram identificados, entre eles destacam-se a
Escherichia coli O 157:H7, Salmonella, Enterobacter, Pseudomonas, Byssochlamys,
Aspergillus flavus entre outros (ICMSF, 2005).

O uso de biofilmes contendo 6leos essenciais com atividade antimicrobiana é uma
estratégia para 0 aumento da vida de prateleira de frutos, como o tomate. Rita et al. (2011)
demonstraram que houve um aumento da vida de prateleira de tomates com aplicacao de
biofilmes desenvolvidos com 6leos essenciais de salvia e manjerona, constatando uma
eficiéncia na inibi¢do do crescimento de bactérias mesofilas.

Com base no exposto, verifica-se que € importante desenvolver estudos que
promovam melhorias na conservacdo pés-colheita de frutos, como o tomate, bem como,
a aplicacdo de produtos sustentaveis e de baixo de custo. Com o desenvolvimento deste
estudo pretende-se estudar a aplicagdo do 6leo essencial extraido da casca do limdo, um
residuo gerado pela industria de alimentos para desenvolvimento de biofilmes
biodegradaveis, produzidos de um polissacarideo, como amido de milho, e posterior

aplicacdo como revestimento de tomate.

2 METODOLOGIA

2.1 Extracdo do 6leo essencial da casca do liméo

O dleo essencial foi extraido das cascas frescas do limdo pelo método de

hidrodestilacdo utilizando o extrator de Clevenger, conforme Santos et al. (2004).

2.2 Atividade antifungica do 6leo essencial da casca do limédo e dos filmes




Para atividade antifungica foi utilizado o fungo Aspergillus niger, como
microrganismo alvo. A suspensdo fungica foi previamente preparada em caldo YPG
(Extrato de levedura, Peptona e Glicose). Essa solugdo foi inoculada em placas com Agar
Batata Dextrose acidificado com solucdo de acido tartarico a 10%. Esse indculo foi
utilizado nos experimentos de determinacdo da CFM e método de difusdo de discos. A
concentracdo fungicida minima (CFM) do 6leo essencial do liméo foi determinada pelo
método de microdiluicdo em microplacas de 96 pocos, utilizando sete dilui¢cbes seriadas
do oleo essencial, Tween 80 e caldo YPG, variando de 8 a 0,125%, conforme método
descrito por Calvacanti, Almeida e Padilha (2011). Apés a obtencdo das dilui¢cGes nas
microplacas, 10 puL do in6culo do fungo foram adicionados aos po¢os, com posterior
incubacdo das microplacas em estufa a 30°C por 48 horas. Apds esse periodo, foi
realizado o plaqueamento de cada diluicio em placas contendo Agar Batata acidificado,
com incubacdo em estufa a 30°C por 48 horas. Apos esse periodo foi realizado a contagem
das placas e a CFM foi considerada nas placas que ndo houve crescimento do fungo ou
tiveram contagens menores que 3 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC). A atividade
antifungica dos filmes foi avaliada pelo método de difusdo de discos conforme
referenciado por Souza et al. (2022). O dleo essencial foi adicionado nos discos de papel
filtro estéril e posteriormente adicionados nas placas de Agar Batata acidificado
inoculadas com o fungo. As placas foram incubadas em estufa a 30°C por 48 horas e

posteriormente o crescimento do fungo verificado.

2.3 Aplicacdo dos filmes como revestimento em tomates cereja

A solucéo filmogénica foi aplicada como revestimento em tomate cereja maduro
(coloracgéo vermelha), conforme metodologia adaptada de Almeida (2014), utilizando 4%
de amido de milho, 2% de glicerol e 2% de dleo essencial de limdo na forma de
nanoemulséo. Para avaliagdo da eficiéncia dos filmes como revestimento nos tomates,
foram realizados 2 tratamentos, contendo 50 frutos em cada tratamento: i) tomates in
natura sanitizado em solucéo de hipoclorito de sédio a 300 ppm (Tomate IN) e ii) tomates
revestidos com filmes de amido de milho e éleo essencial de limédo (Filmes AM +OEL).
Os tomates foram avaliados quanto: a perda de peso por gravimetria, pH, acidez titulavel

(%) e solidos soluveis (°Brix). Os tomates revestidos foram armazenados em condicdes



ambientes e analisados nos tempos 0, 2, 7, 14 e 16 dias. Todas as analises foram realizadas

em duplicatas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Atividade antifingica do 6leo essencial da casca de liméo

O oleo essencial da casca do limdo Taiti apresentou atividade fungicida frente ao

fungo endofitico Aspergillus niger (Tabela 1). A determinagao da concentracdo fungicida

minima foi realizada para identificarmos a melhor concentracao para aplicacédo deste 6leo

na producdo dos filmes, e os resultados indicaram que a menor concentragdo com

atividade antifungica foi de 2%.

Tabela 1 - Atividade antifingica e concentragao fungicida minima do éleo essencial da casca do

limdo.
Oleo . .
essencial de Co(r:ge?r;rigao UFC/ mL aﬁ:::‘/l;?]a(ijsa
limao (%) g g
Caid .8
8 72 .'-:,-. 13 Fungiostatica
Ve
. 9
4 36 1 Fungicida
. 10
2 18 1 CFM
1 9 INC Resistente
0,5 45 INC Resistente
0,25 2,25 INC Resistente
0,0125 1,125 INC Resistente




Legenda: CFM: Concentragdo Fungicida Minima (N&o houve crescimento do fungo ou houve a formagéao
de menos de 3 UFC); Fungiostatica (Formagdo de mais de 3 UFC); INC: Incontavel; Resistente
(Crescimento normal do fungo).

Segundo Altun e Yapici (2022) a composicao quimica do 6leo essencial € um fator
determinante para a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais. Os 0leos essenciais
que contém aldeidos ou fendis, como, citral, carvacrol, eugenol ou timol apresentam uma
forte atividade antibacteriana, como o 6leo essencial de orégano. Em contrapartida,
monoterpenos sdo menos eficientes. O limoneno, gama-terpineno e o beta-pineno
pertencem a classe dos monoterpenos, fato que pode justificar a baixa eficiéncia na
inibicdo das bactérias neste estudo.

Com base nesses resultados foram produzidos filmes com 2% e 1% do 6leo
essencial da casca de lim&o Taiti, e constatou-se que os filmes apresentaram atividade
fungiostatica frente a Aspergillus niger, reduzindo o seu crescimento (Figura 1). O filme
de contendo 2% do 6leo essencial foi mais eficiente na inibicdo do crescimento do
Aspergillus niger, e, portanto, essa concentracdo do 0leo foi selecionada para aplicacdo

nos filmes para revestimento dos tomates cereja.

Figura 1- Atividade fungiostatica dos filmes a base de amido de milho e 6leo essencial

das cascas de limdo adicionado nas concentracfes de 1% (A) e 2% (B).

Quanto aos aspectos visuais, tateis e cor verifica-se que o filme de amido de milho
apresentou uma boa continuidade, uma excelente homogeneidade, transparéncia,

flexibilidade e resisténcia. Os resultados da diferenca de cor dada por AE mostram que o



filme de amido de milho se destaca para uma posterior embalagem de alimentos que

requerem uma melhor visualizacéo do alimento embalado.

Tabela 1 - Resultados dos pardmetros de aspectos visuais, tateis e cor dos filmes de

amido.

Parametros Filme de amido de milho
Continuidade +++
Homogeneidade ++++
Transparéncia +++
Flexibilidade +H++
Resisténcia +++

Espessura (mm) 0,18 £ 0,08

AE 3,00

3.2 Aplicacdo dos filmes bioativos com amido de milho e éleo essencial de limdo como

revestimento em tomates cereja

O uso de revestimento com filme a base do amido de milho e 6leo essencial da
casca do limdo Taiti reduziu os niveis de contaminacdo dos tomates revestidos com o
filme AM+OEL por coliformes totais (até o 10° dia) e bactérias aerébias mesdfilas (até o

2° dia) conforme observado nos graficos apresentados na Figura 2.
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Legenda: Tomate IN (Tomate in natura apds sanitizagdo, sem revestimento), Filme AM+OEL (Tomate
revestido com filme de amido de milho e 6leo essencial de liméo).

Figura 2- Contagem de microrganismos nos tomates in natura (IN) e revestidos com
filme bioativo de amido de milho e dleo essencial de limdo (AM+OEL) durante 16 dias
de armazenamento na temperatura ambiente. A) Coliformes totais, B) Bactérias aerobias
mesofilas e C) Fungos.

A contaminacdo por fungos reduziu nos tomates revestidos com os filmes
AM+OEL em 1 Logio (UFC/g) em comparagdo aos tomates IN até o 14° dia de
armazenamento na temperatura ambiente (média de 27,5°C). Além disso, é possivel
verificar que os tomates revestidos com os filmes bioativos ndo apresentaram visualmente
crescimento de fungos filamentosos no final do periodo de armazenamento (16° dia). A
reducdo na contagem dos microrganismos nos tomates AM+OEL comprova a eficacia do
6leo essencial da casca de limao no controle do crescimento microbiano e demonstra que
esse Oleo pode ser utilizado como um aditivo bioativo de baixo custo em filmes
poliméricos.

A Figura 3 apresenta os resultados das analises fisico-quimicas realizadas no

tomate in natura e nos tomates revestidos com filme bioativo de amido de milho e 6leo



essencial da casca de liméo Taiti. O pH manteve-se estavel até o 7° dia de armazenamento
nos tomates revestidos com o filme AM+OEL, variando de 5,0 a 5,8.

A acidez inicial dos frutos indica que as frutas estavam em estagio de maturacao,
e a partir do 2° dia de armazenamento a acidez reduziu. Almeida (2014) explica que o uso
de revestimento na superficie de tomates pode reduzir o processo respiratorio dos frutos,
devido ao preenchimento parcial dos poros pelo filme e ocasionar um aumento da acidez.
Além disso, o aumento da acidez dos frutos pode ocorrer pelo processo de
amadurecimento dos tomates que aumenta a formacao de acidos, pela perda de agua que
favorece o aumento da concentracdo dos acidos.

Entre 0 2° e 0 14° dia de armazenamento houve uma reducéo do pH, demonstrando
que o revestimento nédo afetou o processo de respiragao dos frutos. De fato, observa-se
que o contetdo de sélidos soltveis também reduziu nos tomates revestidos com o filme
AM+OQOEL, variando de 5,8 a 3,2 °Brix.
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Legenda: Tomate IN (Tomate in natura, sem revestimento), Filme AM+QOEL (Tomate revestido com filme
de amido de milho e 6leo essencial de limao).



Figura 3- Analises fisico-quimicas dos tomates in natura e revestidos com filme bioativo
de amido e dleo essencial de lim&o: pH (A), teor de acidez (B), sélidos soltveis (C) e

perda de peso dos tomates (D).

Os tomates revestidos com os filmes AM+OEL apresentaram menor perda de peso
durante 14 dias de armazenamento nas condi¢Ges ambientes em relagéo aos tomates IN.
A perda de massa de tomates é uma das causas de depreciacdo desse produto, ocorrendo
perda de turgor celular e consequentemente murchamento dos tecidos, tornando o produto
inadequado para a comercializacdo (CHITARRA; CHITARRA, 2005; ALMEIDA,
2014). Os tomates analisados nesse estudo mantiveram valores de perda de massa
inferiores a 7%, durante 10 dias de armazenamento em condi¢Ges ambientes, estando

dentro dos padrdes recomendados.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso do 6leo essencial de limdo como substancia bioativa em filmes com amido
de milho mostrou-se eficiente no controle microbiano e no aumento do tempo de
prateleira dos tomates cereja e consequentemente, uma alternativa promissora para a
industria de alimentos na reducdo dos impactos ambientais, por ser um polimero de fonte

renovavel.
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