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REVESTIMENTOS EDIVEIS SUSTENTAVEIS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

RESUMO

Nos ultimos anos, o interesse pelo uso de biopolimeros biodegradaveis para aplicacao em

embalagens de alimentos tem aumentado, principalmente na producdo de embalagens ativas, como
revestimentos comestiveis com compostos ativos incorporados. Os revestimentos comestiveis ativos,
produzidos a partir de materiais biologicos, como proteinas, polissacarideos e lipidos, sao uma tecnologia
ambientalmente correta que oferece vantagens substanciais no aumento da vida util e na melhoria da
qualidade e seguranca alimentar de frutas e vegetais, atuando como uma barreira contra a difusdo de
gases e, retardando, ainda, a deterioracdo e crescimento superficial de bactérias, leveduras e bolores
numa ampla gama de produtos. Além do mais, os surtos microbiologicos de origem alimentar e a atual
pandemia de coronavirus (SARS-CoV2) sdo um sério problema de saude publica. Dados e pesquisas
experimentais mostraram que compostos de origem natural, como acidos fendlicos e flavonoides, tém
potencial antiviral promissor, no entanto ainda ndo existem estudos sobre a eficacia de revestimentos
ativos contra este virus. Assim, surgiu a motivacdo para este trabalho, onde se pretende avaliar a eficacia
de revestimentos ativos comestiveis contra o coronavirus e na preservacdo e aumento do tempo de
prateleira de peras.
Neste sentido, esta dissertacao visa o desenvolvimento de trés revestimentos a base de alginato de sodio
e de éster de sacarose com compostos ativos incorporados, nomeadamente o acido galico, o geraniol, e
o0 extrato de cha verde. Estes revestimentos foram avaliados em termos de capacidade antiviral contra o
coronavirus, e em paralelo determinou-se a sua atividade antioxidante. A partir dos testes antioxidantes
concluiu-se que o acido galico apresenta uma maior capacidade antioxidante, e, a partir dos testes
antivirais, determinou-se que o acido galico é o composto ativo mais eficaz, na concentracao critica de
12,5 g/L, pelo que se usou esta condicdo em posteriores testes antibacterianos, contra a Escherichia
coli e Staphylococcus aureus, nos quais apresentou um efeito inibitério forte, e em testes de tempo de
prateleira. Neste ultimo, o revestimento a base de 10 g/L de alginato, 5 g/L de éster de sacarose (m/v)
e 12,5 g/L de acido galico foi aplicado em peras, nas quais se procedeu a analise da sua variacédo de
massa, firmeza, teor de acidez titulavel, pH, conteudo de solidos sollveis e aparéncia ao longo de 45
dias de armazenamento. Constatou-se que o revestimento ativo nao teve efeito no prolongamento do
tempo de prateleira nem na melhoria dos seus atributos de qualidade, provavelmente devido a fatores
externos.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, coronavirus, revestimento ativo, tempo de prateleira



SUSTAINABLE EDIBLE COATINGS WITH ANTIMICROBIAL ACTIVITY

ABSTRACT

In recent years, the interest in the use of biodegradable biopolymers for food packaging applications
has increased, particularly in the production of active packaging, such as edible coatings with embedded
active compounds. Active edible coatings, produced from bio-based materials such as proteins,
polysaccharides and lipids, are an environmentally friendly technology that offers substantial advantages
in increasing the shelf-life and improving the quality and food safety of fruits and vegetables by acting as
a barrier against mass diffusion (moisture and gases) and also by retarding spoilage and surface growth
of bacteria, yeasts and molds on a wide range of products. Furthermore, food-borne microbiological
outbreaks and the current coronavirus pandemic (SARS-CoV?2) are a serious public health problem. Some
works have shown that compounds of natural origin, such as phenolic acids and flavonoids, have
promising antiviral potential, however, there are still no studies on the efficacy of active coatings against
this virus. Thus, the motivation for this work arose, where it was intended to evaluate the efficacy of edible
active coatings against coronavirus and in the preservation and increasing of pears’ shelf life.

In this sense, this dissertation aimed to evaluate three coatings based on sodium alginate and
sucrose ester incorporated with active compounds, namely gallic acid, geraniol, and green tea extract.
These coatings were evaluated in terms of their antiviral ability against coronavirus SARS-CoV2, and, in
parallel, their antioxidant activity was determined. From the antioxidant tests, it was concluded that gallic
acid has the highest antioxidant capacity, and from the antiviral tests it was determined that gallic acid is
the most effective active compound at the critical concentration of 12,5 g/L, so this condition was used
in further antibacterial tests, against £scherichia coli and Staphylococcus aureus, in which it showed a
strong inhibitory effect, and in shelflife tests. In this latter, the coating based on 10 g/L alginate, 5 g/L
sucrose ester and 12,5 g/L gallic acid was applied to pears, which were analyzed for their change in
mass, firmness, titratable acidity content, pH, soluble solids content and appearance over 45 days of
storage. It was found that, probably due to external factors, the active coating had no effect in extending

shelf life or improving their quality attributes.

Keywords: Active coating, antimicrobial activity, coronavirus, shelf-life
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTS - Radical 2,2'-azino-bis(acido-3-etilbenztiazolina-6-sulfénico)

ABTS-PP - Complexo ABTS e PP

ACE?2 - Enzima conversora de angiotensina 2

AG - Acido galico

AOAC - Métodos de Analise Oficiais (Official Methods of Analysis)

ARN - Acido ribonucleico

BHA - Butil hidroxianisol

BHT - Butil hidroxitolueno

Caldo SCDLP - Caldo de digestdo de caseina de soja com lecitina e monooleato de polioximetileno
sorbitano

CoV - Coronavirus

DPPH - Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

EC - Epicatequina

ECG - Galato de epicatequina

ECV - Extrato de cha verde

EGC - Epigalocatequina

EGCG - Galato de epigalocatequina

GER - Geraniol
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1.1 ENQUADRAMENTO E MOTIVACAO

Atualmente, devido a surtos microbioldgicos recentes de origem alimentar, os consumidores sao
sensiveis ao consumo de alimentos frescos. Segundo a Organizacao Mundial de Saude, anualmente, em
todo 0 mundo, a ingestao de alimentos contaminados causa 420000 mortes e 600 milhdes de casos de
doencas transmitidas por alimentos. As principais causas de transmissao de doencas alimentares estao
atribuidas a agentes de doencas diarreicas, como o norovirus e a Campylobacter spp., que provocam
cerca de 230000 mortes por ano. Salmonella, Campylobacter e Escherichia coli estao também entre os
patogénicos alimentares mais comuns que afetam milhdes de pessoas todos os anos. Anualmente, a
Salmonella enterica e a Escherichia coli enteropatogénica sao responsaveis pela perda de 18 milhdes de
anos de vida saudaveis, em todo o mundo [1].

Os consumidores precisam de garantias adicionais de seguranca alimentar agora mais do que
nunca: origem, rastreabilidade e certificacdes deverao ser destacadas. Ainda que, ndo existam evidéncias
sobre a ingestao de alimentos como forma de disseminacao do SARS-CoV2, o virus mais predominante
nos dias atuais, a manipulacao de superficies de alimentos contaminadas ou a contaminacéo acidental
de superficies de alimentos pode representar um sério risco de disseminacdo de coronavirus,
principalmente se alguém manusear alimentos frescos, como frutas ou vegetais, enquanto estiver a
assoar o nariz, a tossir ou a espirrar. Uma recente pesquisa COVID da /nfernational Food Information
Council Foundation afirmou que 4 em cada 10 pessoas estdo a reduzir a compra de alimentos frescos
nao embalados e a comprar mais produtos embalados com plastico [2]. O uso de revestimentos
comestiveis contendo compostos antivirais de grau alimenticio, como polifendis e alcaloides de extratos
de ervas, como o cha verde, € uma abordagem ja conhecida que provou ser eficaz para garantir a
seguranca contra virus importantes para alimentos relevantes, como os virus hepatite A, B e C. As
mesmas moléculas bioativas demonstraram atividade inibitoria contra membros da familia Coronaviridae
[3]. Assim, o desenvolvimento de tratamentos antivirais comestiveis, como revestimentos capazes de
manter os alimentos frescos, como proposto no projeto COVICOAT, no qual a 2BNanoFood, Lda era uma
das empresas participantes, tera impacto na seguranca alimentar, confianca do consumidor e meio
ambiente.

Neste sentido, o interesse pela aplicacao de revestimentos comestiveis em produtos alimenticios,
como forma de preservacao, tem vindo a aumentar com a crescente demanda, por parte dos
consumidores, por alimentos mais seguros e pelos beneficios de satide associados aos alimentos frescos.
Da mesma forma, o aumento da consciencializacdo dos impactos ambientais negativos resultantes da

utilizacao de embalagens nao biodegradaveis e a preocupacao gerada pelos surtos alimentares de origem
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patogénica tém igualmente despertado o interesse pela utilizacdo dos revestimentos comestiveis
sustentaveis. Posto isto, os revestimentos respondem as questbes ambientais, uma vez que sao
produzidos a partir de produtos bioldgicos de natureza polimérica marinha ou agricola, como
polissacarideos, proteinas e lipidos, ou uma combinacédo destes, permitindo a substituicao das tipicas
embalagens nao renovaveis e uma reducao consequente de residuos do produto [4].

Trata-se de uma estratégia verde que, além de minimizar o uso de aditivos quimicos e sintéticos,
permite prolongar a vida util dos produtos alimenticios e melhorar a qualidade e seguranca alimentar,
sem modificar as propriedades fisico-quimicas, sensoriais, nutricionais e organoléticas dos alimentos. Os
revestimentos comestiveis ativos apresentam propriedades Unicas e vantagens em relacao as tradicionais
técnicas de conservacdo, providenciando barreiras protetoras contra danos fisicos € mecéanicos e
barreiras seletivas, entre o alimento e a atmosfera circundante, ao oxigénio, gases, humidade e aromas,
0 que impede a oxidacao lipidica. Mais especificamente, um revestimento atua como uma barreira
semipermeavel para retencao de didxido de carbono e vapor de agua com baixa permeacao de oxigénio,
0 que se traduz numa reducao da taxa de respiracdo, da perda de agua e da carga microbiana na
superficie dos alimentos [5].

Ademais, com a progressiva tendéncia de inclusao de produtos frescos na dieta humana tém surgido
doencas de natureza alimentar com origem em bactérias patogénicas, fungos e, mais recentemente virus
entéricos humanos. O crescimento e proliferacdo dos organismos patogénicos consiste num problema
sério de seguranca e qualidade alimentar e, neste sentido, a incorporacao de agentes antimicrobianos
em revestimentos ativos comestiveis revela-se uma solucdo promissora no controlo e inibicao da
proliferacdo dos mesmos. Além dos antimicrobianos, existe ainda a possibilidade de incorporar nos
revestimentos diferentes ingredientes funcionais como nutracéuticos, antioxidantes, corantes e aromas,
e, ainda, microrganismos vivos, como bacteriocinas e leveduras para conferir propriedades
antimicrobianas e probioticas, numa abordagem de biocontrolo que visa a extensdo do tempo de

prateleira do produto alimentar e o controlo de doencas associadas a pos colheita [6].

1.2 OBJETIVOS

Tendo em conta a atual preocupacdo com o surto da COVID-19, o principal objetivo deste trabalho
consistiu em dar continuidade aos estudos iniciados no projeto COVICOAT, através do desenvolvimento
de um revestimento antiviral comestivel contendo um composto ativo com vista em prevenir a
contaminacdo da superficie de frutas frescas do coronavirus SARS-CoV2. Este projeto foi desenvolvido

inicialmente em 2020 pela 2BNanoFood, Lda, uma spin-out do INL (/nternational Iberian Nanotechnology
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Laboratory), em colaboracdo com o INL e a empresa Eroski. A 2BNanoFood, Lda, tinha como principal
objetivo a producao de um revestimento comestivel ativo de grau alimentar capaz de estender a vida util
e eliminar contaminantes relevantes para alimentos. A 2BNanoFood, Lda, procurava agora explorar os
limites da tecnologia e aprimorar a formulacédo do revestimento sustentavel antiviral. No seguimento da
avaliacdo antiviral dos revestimentos, surgiram ainda dois objetivos secundarios: a testagem das
propriedades antioxidantes dos varios compostos ativos; e a avaliacdo da atividade antibacteriana do
revestimento cujo composto ativo e sua concentracao foram definidos como os mais eficazes contra o
coronavirus SARS-CoV?2, nos testes antivirais prévios. Por ultimo, o segundo foco principal do projeto
consistiu em aplicar o revestimento antiviral mais eficaz em peras e avaliar o seu efeito na vida util das

mesmas, a partir da analise de parametros de controlo do tempo de prateleira de frutas.

1.3 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacao esta dividida em 7 capitulos. Este capitulo apresenta o enquadramento e as
motivacdes para o estudo em questdo, bem como os principais objetivos. O capitulo 2 apresenta alguns
conceitos e definicdes assim como os biomateriais geralmente empregues na producao de revestimentos
comestiveis, além de fornecer informacao sobre os materiais que foram utilizados na formulacdo dos
presentes revestimentos comestiveis. O proximo capitulo apresenta uma breve revisdo da literatura
relativamente a incorporacédo de compostos funcionais nos revestimentos. Em primeiro lugar, explica-se
a importancia de desenvolver um revestimento antiviral e apresentam-se alguns estudos sobre compostos
antivirais que ja foram estudados com potencial contra a COVID-19, em seguida abordam-se os varios
compostos antimicrobianos mais utilizados e quais os microrganismos patogénicos de origem alimentar
mais preocupantes, e finalmente, no ultimo subcapitulo, expde-se a relevancia do processo de oxidacao
em alimentos dando-se exemplos de compostos antioxidantes. O capitulo 4 explica em que consiste o
estudo do tempo de prateleira dos produtos alimenticios e aborda os parametros indicadores da
qualidade dos alimentos com maior interesse a analisar. Seguidamente, o capitulo 5 refere-se aos
materiais e métodos utilizados ao longo do desenvolvimento deste trabalho onde estao detalhados todos
0s passos realizados para atingir os objetivos definidos. Por fim, o capitulo 6 apresenta uma discussao
dos resultados obtidos e o capitulo 7 expbe as principais conclusdes e algumas recomendacdes para

trabalhos futuros.
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2.1 DEFINICAO E APLICACOES

Um revestimento comestivel é definido como uma camada fina de material formada diretamente na
superficie do produto alimenticio, sob a forma de revestimento, ou como uma pelicula (filme) resultante
da secagem de uma solucéo preparada separadamente do alimento e aplicada posteriormente nele. Esta
barreira semipermeavel tem em vista estender a vida util e proteger o alimento, fornecendo uma barreira
ao oxigénio e a humidade que permite controlar trocas gasosas, reacoes de oxidacao e taxas de
respiracao. O revestimento tem também como objetivo a melhoria das propriedades mecanicas e da
percecao sensorial e, ainda, reduzir a carga microbiana externa e disturbios fisioldgicos em alimentos
minimamente processados [7].

A escolha do revestimento mais adequado ao tipo de produto alimenticio segue determinados
critérios. Primeiramente, é essencial garantir a capacidade molhante do revestimento na superficie do
alimento e de seguida, surgem outros fatores como as propriedades mecéanicas e estruturais, de
transporte, térmicas e oticas que afetam a eficacia do revestimento [8]. Os revestimentos podem, além
do mais, ser usados como transportadores de compostos bioativos, como agentes antimicrobianos,
antioxidantes, antivirais, melhoradores de textura, probidticos, entre outros. Na Tabela 1 encontram-se
resumidas varias aplicacdes de revestimentos utilizadas em frutos e vegetais.

Os potenciais beneficios da implementacao dos revestimentos comestiveis em frutas sao varios
(Figura 1), nomeadamente [8]:

. Reduzir a perda de agua, ou seja, diminuir a permeabilidade ao vapor de agua;

. Reduzir a permeabilidade ao oxigénio, de forma a aumentar o tempo de prateleira, retardar a
decomposicao oxidativa e reduzir a producéo de etileno (impulsiona a maturacao de alguns
frutos) dos alimentos;

. Aumentar a permeabilidade ao didxido de carbono para prolongar a fase lag e de crescimento
logaritmico dos microrganismos indesejaveis (leveduras e bolores);

. Reduzir a deterioracdo, a maturacéo, e a perda de aroma e retardar o escurecimento e
alteracdes da cor;

. Melhorar a aparéncia e potenciar a cor e o sabor;

. Melhorar a resisténcia mecanica, com o objetivo de prolongar a integridade do fruto;

. Reduzir a incidéncia de luz, através de valores elevados de opacidade, uma vez que a luz
promove a oxidacao de gorduras;

. Promover o transporte e libertacao controlada de agentes que melhoram a textura e a

capacidade antioxidante, de percursores volateis e de compostos nutricionais e funcionais.



REVESTIMENTOS COMESTIVEIS

Tabela 1. Aplicacado de revestimentos comestiveis em frutos e vegetais [9]

Tipo de
Composicao Aplicacao Principais resultados
revestimento
Frutos (morangos,
cerejas, framboesas, Extensao do tempo de
uvas, tomates, prateleira, manutencao da
Polissacarideo Quitosano e Tween 80
péssego, kiwi) e firmeza e reducdo da
vegetais (alface e infecdo de fungos
cenoura)
Extensao do tempo de
Frutos (maca) e
prateleira, melhoria da
Polissacarideo Alginato e glicerol vegetais (cebola e
aparéncia e reducao da
cogumelos)
perda de humidade
Carboximetilcelulose,
Proteina- Reducao da proliferacao de

isolado de proteina de soro,  Frutos (morangos)
polissacarideo
caseina e glicerol

bolores

Maltodextrina,
carboximetilcelulose, ésteres
Polissacarideo-lipido Frutos (manga)
de acidos gordos, benzoato

de sodio

Extensdo do tempo de
armazenamento apds

colheita

Quitosano, acido oleico e
Polissacarideo-lipido Frutos (morangos)
Tween 80

Atraso na senescéncia e

na infecao de fungos

Apesar das inumeras vantagens relacionadas com o uso de revestimentos comestiveis existem ainda

algumas limitacdes associadas como taxas de difusao inadequadas, fraca adesao do revestimento a

superficie hidrofilica do produto alimenticio e a degradacao do composto antimicrobiano incorporado.
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Propriedades de barreira: Transporte de:
v' Humidade, v' Compostos nutricionais e
— —_— \ funcionais
5 ’ v' Agentes antioxidantes
“ R - v’ Agentes antivirais
v’ Agentes antimicrobianos
v’ Probidticos
Retarda: Potencia:
v Deterioracdo v Cor
v’ Maturagdo {/ Revestimants &K v Sabor
v Escurecimento comestivel v' Melhor aparéncia
v' Alteracdo de cor v" Melhor resisténcia mecanica

Figura 1. Vantagens e propriedades funcionais de um revestimento comestivel.

2.2 BIOMATERIAIS

Os revestimentos sdo formados a partir de materiais de natureza bioldgica, nomeadamente
polissacarideos, proteinas e lipidos ou uma combinacdo dos mesmos. Plastificantes e surfactantes
podem ser também adicionados a estes materiais (Figura 2), com o objetivo de melhorar as
caracteristicas do produto final, como a flexibilidade, a elasticidade e propriedades de barreira e oticas
[10]. A selecao dos materiais a usar baseia-se nas suas caracteristicas fisico-quimicas, sendo desejavel
um material que disponha de uma boa barreira ao vapor de agua, de forma a retardar a desidratacédo da
superficie dos alimentos frescos e que controle as trocas gasosas e de oxigénio para reduzir a oxidacao
e o ranco [11]. Outros requisitos para a escolha da matéria-prima incluem um material que deve ser
considerado seguro para consumo (Generally Recognized As Safe, Gras) e com habilidade de formar uma
camada continua de revestimento.

Dependendo das fontes, as matérias-primas utilizadas na formacao dos revestimentos comestiveis
podem ser agrupadas de acordo com sua origem animal, vegetal ou marinha e podem ser classificadas
em duas categorias: hidrofébicas e hidrofilicas. Em geral, as substancias hidrofobicas ou lipidicas tém
melhores propriedades de barreira contra a transferéncia de humidade, enquanto as substancias
hidrofilicas (proteinas e polissacarideos, por exemplo) apresentam baixa permeabilidade, mas melhores

propriedades mecanicas [11].
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Os revestimentos a base de polissacarideos sao transparentes e homogéneos, com boas
propriedades mecanicas e estruturais. Devido a natureza hidrofilica dos polissacarideos, as suas
propriedades de barreira @ humidade sao ineficazes; no entanto, fornecem boas barreiras ao oxigénio,
sabores e 6leos. Os polissacarideos mais utilizados sao derivados de celulose, alginato, amido, algas,
extratos vegetais, gomas microbianas, pectina e quitosano [12].

Os materiais de formacao de revestimentos proteicos podem ser derivados de fontes vegetais ou
animais. As proteinas animais incluem gelatina, caseina e soro de leite, e as proteinas vegetais mais
exploradas sa@o zeina de milho, gluten de trigo e proteina de soja [13]. Estes tipos de revestimentos
apresentam inumeras vantagens, uma vez que reduzem a perda de humidade, restringem a absorcao
de oxigénio, reduzem a migracao de lipidos, além de melhorarem as propriedades mecanicas e
fornecerem protecéao fisica. No entanto, a maior parte deles sao sensiveis a humidade, o que pode limitar
sua aplicacao [14].

Finalmente, a funcao primaria dos revestimentos lipidicos é diminuir o transporte de humidade visto
possuirem baixa polaridade. Devido ao facto de os lipidos nao serem polimeros e as suas caracteristicas
hidrofébicas, as estruturas formadas sao frageis e pouco coesas, razao pela qual devem ser associados
a outros agentes formadores de revestimentos, como proteinas e polissacarideos, para melhorar a
resisténcia mecanica [15]. Em contraste, as principais vantagens do emprego de lipidos em
revestimentos € a sua capacidade de fornecer uma boa barreira a humidade e de melhorar a aparéncia
da superficie de alimentos frescos. Por outro lado, os revestimentos a base de lipidos podem fornecer
uma superficie oleosa e propriedades organoléticas indesejaveis, como sabor de cera e ranco lipidico.
As substancias hidrofébicas potencialmente usadas em revestimentos comestiveis a base de lipidos

incluem lipidos neutros, acidos gordos, ceras e resinas [16].

Materiais empregues num
revestimento comestivel

Plastificantes Aditivos
Lipidos Polissacarideos Proteinas
—  @licerol Compostos
funcionais
Ceras | Celulose 1 Soja Monoglicerideo
acetilado Emulsificantes
Resinas — | Alginato — Caseina
Surfactantes
Aci Zeina de
::::::, . | milho
— Quitosano | Gmt?n de
trigo

Figura 2. Esquema geral dos biomateriais empregues num revestimento comestivel.
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2.3 MATERIAIS EMPREGUES NA FORMULACAO

Na presente formulacao, o material de base da matriz empregue foi o alginato de sodio, cuja
estrutura molecular encontra-se ilustrada na Figura 3. O alginato de sodio, de formula quimica NaCsH-0Os,
¢ um dos polissacarideos mais interessantes no desenvolvimento de revestimentos, devido a sua
natureza nao tdxica e as suas propriedades coloidais Unicas de espessamento, estabilizacao, suspensao,
formacao de filme, producéo de gel e estabilizacao de emulsao [17]. O alginato é um coloide extraido de
algas marinhas castanhas conhecidas por Phaeophyceae cuja natureza hidrofilica providencia
propriedades de barreira a humidade pouco eficazes [12]. Em contrapartida, revestimentos a base de
alginato mostram-se transparentes, uniformes e sollveis em agua e apresentam boas barreiras ao
oxigénio, o que permite retardar a oxidacao lipidica em frutas e vegetais e reduzir a perda de peso e a
carga microbiana na superficie de alimentos minimamente processados [18]. Isto deve-se ao facto de os
sitios ativos da cadeia carbonica do alginato se sodio se encontrarem parcialmente carregados
positivamente e outros negativamente, o que favorece a acumulacdo e o rearranjo da agua e de
moléculas polares nesses locais. Assim sendo, este material é bastante solivel em meio aquoso

proporcionando uma melhor dispersao do soluto e uma formacéao do revestimento mais homogénea [19].

H
H
COONa \q\
OH o
H
H H

n

Figura 3. Representacao ilustrativa da estrutura molecular do alginato de sodio [20].

O éster de sacarose foi também adicionado a composicao do revestimento comestivel. Trata-se de
um composto anfifilico que é constituido por uma porcao lipofilica, representada pelos acidos gordos, e
por uma porcao hidrofilica, representada pela sacarose. A sua estrutura molecular esta representada na
Figura 4. E um composto biodegradavel e ndo toxico amplamente utilizado na producdo de géneros
alimenticios como um emulsificante que, além de possuir propriedades espumantes, exibe, ainda,
capacidade de formacdo de géis, sendo, por este motivo, uma boa adicdo a formulacdo de um
revestimento comestivel [21]. O éster de sacarose é um surfactante comercialmente utilizado como
inibidor de escurecimento que, quando aplicado em frutas minimamente processadas, funciona como
uma barreira ao oxigénio [22]. Além disso, permite estabilizar revestimentos comestiveis, uma vez que
a sua capacidade anfifilica reduz a tensdo superficial, assim como melhorar a molhabilidade e,

consequentemente, a adesdo do revestimento ao alimento [23].

10
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Figura 4. Representacao ilustrativa da estrutura molecular geral dos ésteres de sacarose [21].
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O principio base da utilizacdo dos revestimentos comestiveis passa por aumentar o tempo de
prateleira de um produto alimenticio sem danificar as suas propriedades sensoriais e organoléticas com
a vantagem da possibilidade de incorporar compostos ativos, que irao interagir com o alimento e o
ambiente redundante. Os compostos ativos possuem propriedades funcionais que podem melhorar a
qualidade do alimento e estender o seu tempo de prateleira (agentes antioxidantes e anti-escurecimento),
melhorar as propriedades sensoriais, atrasar o decaimento bacteriano (agentes antibacterianos) e viral
(compostos antivirais) e introduzir beneficios para a saude do consumidor (nutracéuticos como vitaminas,
minerais, pré-bioticos e probioticos) [6].

De facto, a incorporacéo de componentes bioativos em alimentos pode trazer muitas vantagens,
mas, por vezes, pode alterar o sabor, tornar o produto suscetivel a uma degradacao mais rapida, interagir
negativamente com outros elementos da matriz alimentar e limitar a solubilidade. A integracdo em
sistemas de embalagens pode adicionalmente melhorar a solubilidade do composto e providenciar uma
libertacao controlada, enquanto mantém as caracteristicas sensoriais e nutritivas do alimento. A
incorporacao de minerais, vitaminas e acidos gordos ¢ atualmente uma estratégia usada para melhorar
o valor nutricional dos produtos e é especialmente benéfica em produtos minimamente ou nao

processados, como frutas e vegetais [24].

3.1 COMPOSTOS ANTIVIRAIS

0 uso de revestimentos comestiveis com compostos antivirais incorporados esta provado como uma
medida efetiva para garantir a seguranca alimentar contra alguns virus de origem alimentar.

No presente, o norovirus (NoV), um patogénico entérico humano, é um virus de ARN de origem
alimentar da familia Caliciviridae, que causa gastroenterites agudas e aparece principalmente em
alimentos minimamente processados e prontos para consumo. Os norovirus humanos (HNoV) s&o
considerados a causa numero um de doencas transmitidas por alimentos e a quarta causa de mortes
decorrentes do consumo de alimentos infetados em todo o mundo [25]. O extrato de semente de uva,
por exemplo, & um composto que, além de ter atividade antibacteriana e antioxidante, é eficaz contra o
norovirus murino (MNV), o norovirus substituto do norovirus humano [26]. Ademais, Gilling et al.
mostraram que o 6leo de orégdo e 0 seu principal componente ativo, o carvacrol, sao eficazes na
inativacao do MNV, sendo que ambos 0s compostos permitem a reducao da infectividade do MNV em
concentracdes menores ou iguais a 5 g/L [27]. No mesmo sentido, Amankwaah et al., avaliaram a
eficacia de filmes a base de quitosano enriquecidos com extrato de cha verde (ECV) contra o norovirus

murino e os resultados mostraram que 50 e 100 g/L de ECV, apos 24 h de incubacéo, permitiram uma
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reducdo do MNV de 1,6 e 4,6 log, respetivamente, pelo que esta formulacao de filme ¢ eficaz contra o
MNV, possivelmente devido aos compostos fendlicos como a catequina e os polifenois presentes no ECV
[28].

Além do mais, 0 uso de revestimentos comestiveis contendo compostos antivirais de grau
alimenticio, como polifendis e alcaloides de extratos de ervas, como o cha verde, € uma abordagem bem
conhecida que provou ser eficaz em garantir a seguranca contra virus importantes para alimentos
relevantes, como o virus hepatite A, B e C. As mesmas moléculas bioativas demonstraram atividade
inibitéria contra membros da familia Coronaviridae [3]. Assim, reconquistar a confianca no sistema
alimentar e, mais especificamente, na seguranca de frutas e vegetais crus, passa pelo desenvolvimento
de tratamentos antivirais comestiveis.

Atualmente, ainda que existam na literatura varios artigos sobre filmes com propriedades
antibacterianas, pesquisas sobre a eficacia antiviral de filmes nos sistemas alimentares atuais contra a
COVID-19, o virus de maior foco nos dias de hoje, sédo ainda muito reduzidas. O coronavirus (CoV)
pertence a familia Coronaviridae e ¢ um virus de ARN com envelope. Os seus efeitos consistem em
infecOes graves no sistema respiratério e gastrointestinal, que podem levar a casos de pneumonia. Os
coronavirus humanos (HCoV) incluem HCoV-229E, -OC43, - NL63, -HKU1 e nas ultimas duas décadas,
tornaram-se uma ameaca a vida humana e causaram trés doencas epidémicas: SARS-CoV (Severe acute
respiratory syndrome coronavirus), MERS (Middle East respiratory syndrome) e SARS-CoV?2 (Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2). Os surtos em curso sao uma grande preocupacao para a saude
publica e, atualmente, este patogénico é responsavel por uma pandemia mortal, portanto o estudo dos
potenciais antivirais é essencial e urgente [29].

Varios autores tém tentado descobrir possiveis compostos naturais eficazes contra este virus, a
partir da informacao ja retida do SARS-CoV e o MERS-CoV. Zhang et al. identificaram 13 possiveis
compostos naturais efetivos contra o SARS-CoV2, bem como seus mecanismos de acdo [30].
Inicialmente, identificaram na literatura os compostos naturais que tinham sido biologicamente
confirmados como eficazes contra 0 SARS-CoV e 0 MERS-CoV e cruzaram-nos com os listados no Banco
de Dados de Farmacologia de Sistemas de Medicina Tradicional Chinesa. Os compostos que atenderam
ambos os requisitos foram depois submetidos a testes para verificar se a administracao oral seria eficaz
(testes de absorcao, distribuicao, metabolismo e excrecao) e realizou-se, de seguida, uma analise de
docking para verificar se 0os compostos tinham potencial na interacao direta com o coronavirus. Desses
compostos, destacaram o sugiol (um constituinte da classe dos compostos organicos conhecidos como

diterpendides), lignana (um polifenol encontrado no Alcacuz) e acido betulinico (obtido de Peucedani
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radix, Alcacuz, Eriobotryae folium, Forsythiae Fructus, Hedysarum multijugum maxim, Cortex mori e
Tamaricis cacumen) como substancias capazes de inibir a replicacdo do virus. Outras plantas como
Fortunes bosstern rhizome (produtor de harmonil) e Lepidii semen descurainiae semen (produtor de

acido dihomo-y-linolénico), por exemplo, também se revelaram capazes de inibir SARS-CoV2.

3.2 COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS

Uma das funcbes mais significativas dos revestimentos comestiveis & a possibilidade de
incorporacao de agentes antimicrobianos como uma ferramenta para aumentar nao sé a vida util dos
produtos alimenticios como para controlar o crescimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes
indesejaveis.

Apesar das diversas técnicas de conservacao de alimentos, a deterioracao microbiana continua a
ser um problema em todo o mundo que afeta a saude publica [31]. A £. coli, por exemplo, € um
organismo patogénico de origem alimentar muito predominante que afeta gravemente os seres humanos.
A maioria das cepas desta bactéria anaerdbia facultativa Gram negativa colonizam de forma inofensiva
o trato gastrointestinal dos humanos, no entanto, outras cepas sao patogénicas causando diarreias e
infecOes mais graves. A transmissdo da £. coli da-se essencialmente a partir do consumo de alimentos
e agua contaminados pelo que, o controlo desta bactéria na industria e cadeia alimentar, é de grande
importancia [32]. Da mesma forma, a S. aureus, uma bactéria Gram positiva aerdbia ou anaerdbia
facultativa, é responsavel por uma das doencas mais transmitidas por alimentos em todo o mundo,
causando cerca de 241000 doencas anualmente nos Estados Unidos. A S. aureus é transmitida por
ingestao de alimentos contaminados, como carnes e derivados, aves e ovos, leite, produtos de
panificacao, entre outros, e 0s sintomas da infecdo incluem nauseas, vomitos e colicas abdominais com
ou sem diarreia. A bactéria é altamente resistente ao calor e a condicdes ambientais, como secagem e
congelamento, pelo que constitui uma ameaca significativa nas industrias de alimentos [33].

Uma ampla variedade de substancias antimicrobianas pode ser incorporada em revestimentos para
melhorar as suas propriedades antimicrobianas e para controlar a taxa de crescimento de
microrganismos especificos ou grupos de microrganismos no espaco superior da embalagem, garantindo
a seguranca alimentar e estendendo a vida util do produto. A Figura 5, representa a classificacdo dos
compostos antimicrobianos de acordo com a sua origem. Os agentes antimicrobianos mais utilizados
sao acidos organicos, bacteriocinas, enzimas, compostos derivados de plantas e seus subprodutos, como
oleos essenciais, e, ainda, alguns compostos de origem animal [14]. Os &cidos organicos, como o acido

aceético, benzoico, citrico, malico, galico, propionico, sérbico, tartarico, entre outros, encontram-se
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naturalmente em diversos alimentos e tém vindo a ser usados como preservativos bioldgicos devido a
sua capacidade de inibir o crescimento de bactérias e fungos [34]. Por sua vez, bacteriocinas como
pediocina, natamicina ou reuterina sao ativas contra bactérias Gram positivas, como os patogénicos de
origem alimentar L. monocytogenes, S. aureus, e Clostridum spp., ja contra patogénicos Gram negativos
como £. colie Salmonella spp. é necessario outros fatores como chogue osmético, baixo pH, agentes
quelantes ou detergentes, campo de pulso elétrico ou altas pressdes [6]. Os oleos essenciais
provenientes de plantas, como orégao, canela, capim-liméao, alecrim, alho, e cravo inibem a atividade
metabolica de bactérias, fungos e leveduras e melhoram as propriedades de barreira e de resisténcia
mecanica dos filmes em que sdo incorporados [35]. Ainda como exemplo de um composto
antimicrobiano de origem animal ou fungica, destaca-se o quitosano como uma substancia promissora
que permite estender o tempo de prateleira de produtos alimenticios e cujas propriedades se
demonstram eficazes a nivel antifungico e antibacteriano devido, essencialmente, a sua natureza

policationica [36].

/ > Fontes ‘animais
Compostos derivados de plantas ' / . B . i
v Oleos essenciais // En.2|m§s Protema§ Pollssac.:arldeos
v Extratos de plantas / v Lisozima v’ Lactoferrina v Quitosano
// v’ Lactoperoxidase v* Ovotransferina

Agentes antimicrobianos
naturais

Fontes microbianas
|

Produtos microbianos Microrganismos antogonios
v Nisina v Leveduras
v Pediocina v' Bactéria latica

v’ Qutras bacteriocinas

Figura 5. Classificacdo dos compostos antimicrobianos de acordo com a sua origem. Adaptado de [37].

Tipicamente, a maior parte destes agentes tém sido usados como aditivos alimentares e, portanto,
sao geralmente classificados como seguros (GRAS), no entanto, muitos tém efeito limitado sobre os
microrganismos [38]. Uma das caracteristicas mais atrativas dos revestimentos comestiveis é a

possibilidade de controlar a libertacdo de agentes funcionais, a partir de mudancas na humidade,
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temperatura, pH ou disrupcdes mecanicas na matriz. A libertacdo controlada de ingredientes funcionais
pode compensar a degradacao dos compostos ativos, mantendo uma concentracao adequada do

composto durante a vida util do produto [39].

3.3 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

Um dos principais problemas dos produtos alimenticios € o processo de oxidacédo, que pode resultar
na degradacao da cor, perda do sabor e do valor nutricional e no desenvolvimento de ranco. A
autoxidacao € o processo mais comum que gera deterioracao oxidativa dos lipidos nos alimentos. A
oxidacao é caracterizada como a conversdo de uma substancia quimica em um derivado com menor
numero de eletrdes, ou seja, € a perda de um ou mais eletrdes para outra substancia. Esta transferéncia
de eletrdes é essencial para a sobrevivéncia das células, no entanto a producéo de radicais livres e de
espécies reativas ao oxigénio podem gerar dano oxidativo. Por outras palavras, ainda que algum oxigénio
Seja necessario para a respiracao dos tecidos vivos, a oxidacao acelera o consumo de acucares, lipidos
e acidos organicos, aumentando a producao de etileno, que induz ao amadurecimento e causa
senescéncia. A geracao de radicais livres é impulsionada pela presenca de luz, calor, radiacao ionizante,
metais de transicdo e oxidantes, e o seu efeito em alimentos é considerado pernicioso sendo a
peroxidacao lipidica a principal causa de deterioracao de acidos gordos e a responsavel pela modificacao
do odor e sabor dos alimentos e pela perda do valor nutricional, o que inevitavelmente se traduz numa
depreciacao e rejeicdo por parte do consumidor [40].

O efeito do oxigénio pode ser retardado com a adicdo de antioxidantes a matriz de revestimento.
Um agente antioxidante retarda a oxidacdo lipidica, inibindo a formacao inicial de radicais livres ou
impedindo-os de produzir mais e de disseminar a reacao de oxidacao, além que ajudam a preservar 0s
alimentos, retardar o desenvolvimento de ranco e de descoloracao. Exemplos de antioxidantes incluem
butil hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol (BHA), propil galato, butil-hidroquinona terciaria, acido
ascorbico, acido citrico, palmitato de ascorbila, acido tartarico, 6leos essenciais, N-acetilcisteina e
glutationa. Além do mais, compostos fendlicos derivados de plantas exibem, de igual forma, um elevado
poder antioxidante aliado as suas propriedades antimicrobianas e de inibicao enzimatica, pelo que

também tém potencial para serem usados como substitutos dos compostos sintéticos [41].
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3.4 COMPOSTOS DE ESTUDO

No ambito do projeto COVICOAT pretendeu-se averiguar neste estudo a eficacia antiviral, e
posteriormente as propriedades antioxidantes e antimicrobianas, dos compostos ativos acido galico,
geraniol e extrato de cha verde.

O acido galico (AG), de férmula quimica C.H,(OH);COOH, também conhecido como 3,4,5-
triidroxibenzoico, ¢ um composto fenolico natural que se encontra numa grande variedade de frutos e
vegetais, como folhas de cha, uvas, cerejas, entre outros. Tem sido relatado que este composto possui
atividade antibacteriana significativa contra patogénicos de espécies vibrios e ainda atividade antialérgica,
anti-inflamatdria, anti-mutagénica e anti-carcinogénica [42]. Além do mais, um estudo revelou que o acido
galico, quando incorporado em revestimentos a base de quitosano, demonstrou melhorar a sua
elasticidade atuando, desta forma, como um plastificante que permitiu eliminar problemas de
flexibilidade e de fragilidade [43]. Assim, este acido organico tem vindo a ser usado como um conservante
biologico devido a sua capacidade de inibir o crescimento de bactérias e fungos. O seu efeito
antimicrobiano esta relacionado com o aumento da concentracao de protdes que, consequentemente,
provoca uma diminuicdo do pH intracelular. Por conseguinte, a integridade e permeabilidade das
membranas celulares microbianas sao alteradas, ocorrendo também perturbacoes a nivel de transporte
de nutrientes, levando assim a inativacao e morte celular dos patogénicos. A sua atividade é mais
significativa a baixos valores de pH, pelo que o seu uso pode ser limitado a produtos acidos, e é ainda
dependente da composicdo da matriz alimentar e de condicdes ambientais [34].

O geraniol (GER), de forma molecular C,,H,:0, é um alcool monoterpendide, mais especificamente
um oleo essencial extraido do dleo de ninde, 6leo de rosa, éleo de palmarosa e 6leo de citronela [44].
Este composto, reconhecido como GRAS e como uma substancia aromatizante aprovada pela Comissao
Europeia [45], demonstra atividade inibitdria de crescimento de varias bactérias e fungos. A atividade
antimicrobiana deste 6leo essencial pode ser atribuida a sua capacidade de perturbar a integridade da
membrana citoplasmatica microbiana, de interromper a forca motriz ao transporte ativo e de inibir a
sintese de proteinas [46]. Por outras palavras, a sua atividade bactericida deve-se essencialmente a
disrupcdo das membranas celulares fosfolipidicas que levam ao aumento da permeabilidade celular e,
consequentemente, a perda de macromoléculas, como proteinas e lipidos, e a diminuicao das enzimas
responsaveis pela producao de energia, resultando em stress oxidativo e morte celular. Mais
concretamente, o geraniol atua contra células de fungos danificando a membrana celular e reduzindo o

conteudo de ergosterol, um componente essencial da membrana celular [47]. Além do mais, a
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incorporacao de 6leos em revestimentos comestiveis permite melhorar as suas propriedades de barreira
e diminuir a resisténcia mecanica [35].

O extrato de cha verde (ECV) é outro composto ativo de interesse de estudo. O cha verde derivado
de Camellia sinensis ¢ uma boa fonte de compostos polifenolicos com propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatdrias e anti-carcinogénica. A composicao do cha consiste em polifenois
(flavonoides e catequinas), alcaloides (cafeina, teobromina, teofilina), dleos volateis, polissacarideos,
aminoacidos, lipidos, entre outros. Destes componentes, as catequinas (que incluem galato de
epigalocatequina (EGCG), epigalocatequina (EGC), galato de epicatequina (ECG) e epicatequina (EC)) séo
as mais importantes especialmente devido a sua atividade antioxidante e antimicrobiana. Recentemente,
0 cha verde tem sido reportado pela sua capacidade de atrasar a oxidacao lipidica de varios alimentos
como 6leo marinho, 6leo de soja, 6leo de milho e linguica fermentada a seco [48]. Além do mais, Xu et
al. provaram que o galato de epigalocatequina (EGCG), o principal constituinte do cha verde reduz a
expressao de antigénicos especificos do virus de hepatite B [49], assim como Ciesek et al. demonstraram

que este composto previne a infecao do virus de hepatite C [50].

19



4 TEMPO DE PRATELEIRA DE
ALIMENTOS



TEMPO DE PRATELEIRA DE ALIMENTOS

A vida de prateleira ou vida util de um alimento pode ser definida como o periodo de tempo, sob
condicoes de armazenamento, no qual o produto permanece com a qualidade inicial adequada para
consumo. Por outras palavras, a vida de prateleira corresponde ao periodo de tempo no qual o produto
alimentar ira permanecer seguro e manter as suas caracteristicas sensoriais, quimicas, fisicas,
microbioldgicas e funcionais desejadas. O estudo de vida de prateleira de produtos alimenticios consiste
em submeter varias amostras a determinados testes e examina-las durante um periodo de tempo até ao
limite de aceitacao. As alteracdes na qualidade do produto, que o tornam inaceitavel para consumo,
podem estar relacionadas com diversos aspetos, como a presenca de microrganismos patogénicos e
deteriorantes, alteracdes organoléticas, alteracdes fisico-quimicas, perda de valor nutricional e
contaminantes provenientes da embalagem. Desta forma, a identificacao dos atributos que se alteram e
a sua quantificacdo sdo fatores chave para a monitorizacdo da perda de qualidade durante o
armazenamento e para a consequente analise do tempo de prateleira dos alimentos [51].

Na presente dissertacao, considerou-se interessante estudar os seguintes parametros indicadores
da qualidade da peca de fruta: a perda de peso, a acidez (por meio da monitorizacdo do pH e da acidez
titulavel), o contetido de sélidos soluveis, a firmeza e as mudancas a nivel de cor e aparéncia.

Um dos critérios primarios mais decisivos na escolha do produto para o consumidor é a aparéncia
do alimento e a sua cor que indicam o grau de frescura do fruto. A qualidade visual de um produto é
definida como uma simbiose da cor natural, da uniformidade, do brilho e da falta de defeitos na superficie
do alimento. O procedimento de analise deste parametro inclui a avaliacdo visual assim como uma
analise sensorial [52].

O sabor e aroma dos frutos sao dificeis de avaliar a partir de percecao sensorial. Relativamente ao
sabor os principais atributos associados a frutas sao a docura, acidez, adstringéncia e amargura. A
docura pode ser avaliada medindo os solidos totais dissolvidos e a acidez titulavel. Por outro lado, o
aroma ¢é geralmente avaliado por analise sensorial [52]. A analise sensorial consiste em avaliar a
aceitacao ou rejeicao de um determinado produto por parte do consumidor, ao longo de varios dias,
sendo a vida de prateleira definida como o tempo ao fim do qual a percentagem de rejeicdo se torna
superior a de aceitacdo [53].

O conteudo de sdlidos soltveis da fruta, na sua maioria agucares, tem um grande impacto na sua
qualidade organolética visto que influencia a docura que este tera, sendo por isso um fator que deve ser
monitorizado. Por norma, os frutos apresentam um elevado teor de aculcares de baixa massa molecular

e, por isso, um elevado teor de solidos soltveis esta associado a boa qualidade do fruto. Aquando do
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amadurecimento, o amido presente nas frutas é convertido em aclcares mais simples (glicose, sacarose
e frutose) havendo um aumento do teor de solidos soluveis, por conseguinte. O conteudo de solidos
soluveis é dado em °Brix que corresponde a 1 g actcar/100 g solucéo [54].

Relativamente a acidez, os frutos apresentam de uma forma geral um pH acido devido a presenca
dos acidos malico, citrico e tartarico. No caso da pera, o acido malico é o que esta presente em maior
quantidade. Com a maturacao do fruto ocorre uma diminuicao da acidez visto que, durante a respiracao,
0 substrato inicial do fruto sdo os acidos organicos, sendo estes consumidos em primeiro lugar antes
dos acucares. A reducao da acidez pode afetar negativamente a qualidade organolética da fruta, por
perda do equilibrio entre acidez e docura, ou até mesmo aumentar a suscetibilidade a desenvolvimento
microbiano de organismos patogénicos [54].

No mesmo sentido, a acidez titulavel é outro parametro de interesse a controlar, uma vez que reflete
diretamente o efeito que os acidos organicos terao no sabor do fruto e na sua qualidade, sendo que
quanto mais maduro é o fruto menor o contetdo de acido. Em comparacao com o pH, a acidez titulavel
¢ um melhor indicador do impacto do acido no sabor [55]. A acidez titulavel (TA), expressa em g acido
malico/ 100 g de solucdo, é determinada através de uma titulacao com hidrdxido de sédio.

A firmeza, definida como a capacidade de uma fruta resistir a uma forca exercida sobre a mesma,
¢ um fator determinante para o consumidor no momento de aquisicao de fruto, e esta associada ao seu
grau de maturacao. Durante o processo de maturacdo do fruto, ocorre perda de firmeza devido,
essencialmente, ao aumento da permeabilidade das membranas, pela libertacao da poligalacturonase
(PG), uma enzima hidrolitica que, consequentemente, torna a parede celular da fruta mais fraca, sendo
as membranas rompidas mais facilmente. Também a diminuicéo da turgescéncia, decorrente da perda
de humidade, é um fator que impulsiona a perda de firmeza [56]. Além do mais, outros fatores como
reacOes enzimaticas podem causar a degradacao dos compostos da parede celular, a desnaturacéo de
proteinas e peroxidacao lipidica [57]. Segundo um estudo realizado por Galvis-Shanchez et al. uma pera
durante o processo de amadurecimento normal sofre uma reducédo de firmeza significativa quando
armazenada até 9 dias sob condicdes de atmosfera normal e temperatura ambiente. Assim, o presente
estudo tem como objetivo averiguar se os revestimentos desenvolvidos permitem retardar a perda de
firmeza da fruta, nas mesmas condicdes, e assim aumentar o seu tempo de prateleira [58].

Além do mais, a perda de massa é também um dos fatores mais determinantes na avaliacdo do
tempo de prateleira dos frutos. Este parametro esta relacionado com a perda de agua do produto
alimenticio e é um efeito comum resultante de processos de corte e de descasque. Em alguns casos, a

perda de agua é tao relevante que o fluido cobre as pecas da fruta tornando-a inaceitavel para o
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consumidor. A percentagem ou indice da perda de massa pode ser avaliada por pesagem direta do fluido
ou calculada pela diferenca entre o peso bruto e o peso de drenagem do produto, ou seja, pela diferenca
entre o peso inicial e o peso no instante final de armazenamento do produto [59].

Uma analise sensorial com um painel especializado e treinado pode ainda ser utilizada na
determinacao do tempo de prateleira de um alimento, no entanto é subjetiva a cada pessoa,
nomeadamente a nivel de sabor e odor. Assim, as propriedades organoléticas podem ser avaliadas
conforme testes de afetividade, discriminatorios ou descritivos, nos quais se pretende averiguar a
aceitacao ou rejeicao de um determinado produto por parte do consumidor, ao longo de varios dias,
sendo a vida de prateleira definida como o tempo ao fim do qual a percentagem de rejeicao se torna

superior a de aceitacao [53].
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MATERIAIS E METODOS

5.1 TESTES ANTIVIRAIS

5.1.1 CONDIGOES DE TESTAGEM ANTIVIRAL

Os ensaios antivirais foram os primeiros testes a serem realizados de forma a determinar qual o
composto ativo e qual a respetiva concentracdo mais eficaz contra o SARS-CoV2. Com base em testes
prévios realizados no ambito do projeto COVICOAT foi decidido analisar a atividade antiviral do acido
galico, do geraniol e do extrato de cha verde para concentracdes inferiores a 25 g/L, de forma a
determinar qual a concentracdo minima inibitéria de cada composto. Para tal, produziram-se diferentes
filmes com uma matriz de base de 10 g/L de alginato de sodio e 5 g/L de éster de sacarose a qual se
adicionaram varias concentracdes de compostos ativos, como discriminado na Tabela 2, além de filmes

controlo compostos apenas por 10 g/L de alginato de sodio e 5 g/L de éster de sacarose.

Tabela 2. Concentracdo dos compostos ativos nos filmes usados nos testes antivirais

Filme AG GER ECV
-2 1,15625 g/L acido galico 1,15625 g/L geraniol 1,15625 g/L extrato de cha verde
-1 3,125 g/L acido galico 3,125 g/L geraniol 3,125 g/L extrato de cha verde
0 6,25 g/L acido galico 6,25 g/L geraniol 6,25 g/L extrato de cha verde
1 12,5 g/L acido galico 12,5 g/L geraniol 12,5 g/L extrato de chéa verde
2 25 g/L acido galico 25 g/L geraniol 25 g/L extrato de cha verde

Um segundo objetivo da realizacdo dos testes antivirais passou por determinar se haveria perda da
atividade antiviral dos compostos incorporados nos filmes apés um més de armazenamento. E de
salientar que as concentracdes dos compostos ativos usadas nestes ensaios foram determinadas em
testes anteriores como as concentracdes criticas a partir dais quais os compostos conseguiam inibir o
coronavirus. Neste caso analisou-se o tempo de prateleira dos filmes AG1 (10 g/L alginato de sodio, 5
g/L éster de sacarose e 12,5 g/L acido galico), GER-1 (10 g/L alginato de sddio, 5 g/L éster de sacarose
e 3,125 g/L geraniol) e ECV-1 (10 g/L alginato de sodio, 5 g/L éster de sacarose e 3,125 g/L extrato

cha verde), assim como amostras de controlo (10 g/L alginato de sodio e 5 g/L éster de sacarose).

5.1.2 PREPARACAO DAS SOLUCOES

A preparacao das solucdes passou por dissolver 10 g/L alginato de sddio e 5 g/L éster de sacarose

em agua destilada. Esta solucdo foi deixada a agitar até o alginato dissolver totalmente e, de seguida,
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aquecida em banho-maria a 80 °C, durante 30 minutos, com agitacdo. Posteriormente, reduziu-se a
temperatura até 50 °C e dividiu-se a solucdo em gobelés de volume menor, aos quais se adicionaram

as respetivas concentracdes dos compostos ativos definidos, que ficaram em agitacao durante a noite.

5.1.3 PREPARAGAO DOS FILMES

Apds a preparacao das solucdes que ficaram em agitacao durante a noite, de acordo com a secao
5.1.2, colocou-se 1 mL de cada solucdo numa cuvete, como as apresentadas na Figura 6, que seguiu
depois para uma estufa onde permaneceu a 35 °C, durante aproximadamente 4 horas, até secar

totalmente, de forma a produzir os filmes para posteriores testes.

Figura 6. Cuvetes onde o filme foi produzido.

5.1.4 INOCULAGAO DAS AMOSTRAS

Os filmes em cuvetes apds secos e formados foram enviadas para o Instituto de Medicina Molecular
da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa onde se realizaram testes /7 vifro para determinar
a atividade antiviral (Mv) e a percentagem de reducao antiviral (R) dos filmes. A atividade antiviral /n
vitrofoi realizada usando um teste de viabilidade de ARN. Inocularam 1 mL de cada amostra com 10 uL
de coronavirus de rato, VR-1410. As amostras foram misturadas por inversao e incubadas a temperatura
ambiente no escuro por 24 horas. Em seguida, o ARN viral foi extraido com o kit NuceloSpin Dx Virus
(Macherey-Nagel) seguindo as instrucdes do fabricante. Realizou-se uma analise RT-gPCR das amostras
a partir de um sistema de PCR em tempo real, QuanStudio 5. As reacoes foram feitas com o kit One-
step NZYSpeedy RT-gPCR Green (NZYTech) com um perfil térmico de uma etapa de TR (sintese do ADN
complementar a partir do ARN, por transcricao reversa) de 20 min a 50 °C, inicializacdo a quente a 95

°C por 5 min e 40 ciclos a 95 °C por 15 s e a 60°C por 30 s seguindo-se um analise da curva de fus&o.
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As reacoes continham 10 L de mistura de reacao, 0,8 ulL de mistura NZYRT, 200 nM de iniciador direto
e reverso e 3 uL de modelo de ARN (o volume restante, até 20 L, foi preenchido com agua estéril

tratada com dietil pirocarbonato).

5.2 TESTES ANTIOXIDANTES

Na literatura, s@o reportados varios testes rapidos e eficientes de analise da atividade antioxidante
in vitro de substancias biologicamente ativas, como o ensaio DPPH, ou método de sequestro do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e o ensaio ABTS, ou método do sequestro do radical 2,2'-azino-
bis(acido 3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) (ABTS). O principio destes ensaios consiste em gerar um radical
sintético colorido e na habilidade de uma amostra bioldgica sequestrar esse radical, sendo esta reacéo
monitorizada espetrofotometricamente através da adicdo de um padrao apropriado para quantificar a
atividade antioxidante, geralmente o Trolox, que permite determinar a capacidade antioxidante

equivalente de Trolox (TEAC) [60].

5.2.1 PREPARAGAO DAS SOLUGOES

Previamente a realizacéo dos testes antioxidantes, preparou-se as solucdes com os compostos
ativos a analisar, nomeadamente o acido galico, o geraniol e o extrato de cha verde.

Numa fase inicial, prepararam-se solucdes de 10 g/L alginato de sodio e 5 g/L éster de sacarose
com concentracdes de composto ativo de 3,125, 6,25, 12,5 e 25 g/L que iam de encontro as
concentracdes analisadas nos testes antivirais. Verificou-se que, nestas solucdes, os compostos ativos
nao ficavam totalmente dissolvidos e o alginato de sodio proporcionava uma cor branca bastante opaca
que induzia em erros na leitura da absorvancia. Por este motivo, realizaram-se novos testes com
concentracdes de compostos ativos de 00,15625 g/L e 0,7813 g/L a partir dos quais se concluiu que
concentracdes inferiores a 0,075 g/L permitiam uma melhor dissolucdo dos compostos ativos. Assim,
determinou-se que seria melhor realizar os testes antioxidantes apenas com os compostos puros sem o
alginato de sodio e o éster de sacarose na formulacdo das solucdes, devido a cor branca intensa que
forneciam e que dificultava a leitura da absorvancia.

Para cada composto ativo e para cada ensaio, foram formuladas sete solucdes com as seguintes
concentracdes de composto ativo puro: 0,001, 0,005, 0,01, 0,015, 0,025, 0,05 e 0,075 g/L. No ensaio
DPPH o solvente utilizado na preparacao das solucdes foi o etanol e no ensaio ABTS usou-se agua

ultrapura.
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5.2.2 ENsaio DPPH

0 ensaio DPPH tem por base a medicao da capacidade antioxidante de uma determinada substancia
em sequestrar o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), reduzindo-o a hidrazina (2,2-difenil-1-
picril-hidrazina). Por outras palavras, a molécula de DPPH tem a capacidade de aceitar hidrogénio de
antioxidantes, o que significa que quando uma dada substancia, dadora de hidrogénio, é adicionada a
uma solucao de DPPH, obtém-se a hidrazina e uma mudanca de cor de violeta a amarelo-palido [61]. O
ensaio DPPH foi realizado conforme o método descrito por Ballesteros et al., com algumas modificacbes
[62].

Inicialmente preparou-se uma curva de calibracao a partir de uma solucdo padrao de Trolox (acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) diluido em etanol (20, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 500,
750, 1000 umol/L), de forma a se identificar a parte linear da curva de calibracdo padréao e,
consequentemente, os limites de absorvancia e de percentagem de inibicao onde as amostras terdo de
se enquadrar. A leitura da absorvancia foi feita em triplicado para cada concentracao. Numa microplaca
de 96 pocos colocou-se 25 pL de cada solucao e 200 uL de 150 umol/L de solucéo de DPPH acertado
previamente a um valor de absorvancia de 0,7 (a solucdo de DPPH foi diluida em etanol 99 % até se
obter um valor de absorvancia de 0,7 a 515 nm). Na microplaca adicionou-se ainda um controlo de cor
que consistiu em 25 pL de amostra e 200 uL de etanol e um branco que consistiu em 25 pL de etanol
e 200 pL de DPPH diluido. Cada uma destas amostras foi lida em quintuplicado. A microplaca foi mantida
no escuro, durante 30 min, e, de seguida, leu-se a absorvancia num leitor espetrofotométrico de
microplaca, a 515 nm. A percentagem de inibicao, dada por I, de DPPH foi calculada a partir da Equacéao
1, onde As ¢é a absorvancia média da amostra, Ac ¢ a absorvancia média do controlo de cor, e Ab é a
absorvancia média do branco.

As—Ac

. ) x 100 (1)

1/%=(1-

Os dados de inibicdo percentual de DPPH foram convertidos em funcdo da concentracdo de
antioxidante de forma a se obter a concentracao de composto que permite uma inibicao de DPPH de 50
% (ICsp), ou seja, o valor que corresponde a metade da concentracao inibitéria maxima, que advém da
equacao da reta obtida nos graficos concentracao do composto vs % de inibicao. Os valores de ICsg

foram expressos como miligramas de equivalente Trolox (mg TE/mL).
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5.2.3 ENsAIO ABTS

O ensaio ABTS é considerado uma das técnicas mais sensiveis para identificar a atividade
antioxidante de compostos, pois a resposta dos antioxidantes envolve uma cinética de reacao bastante
rapida. A adicao de antioxidantes ao radical ABTS segue um mecanismo de transferéncia de eletrdes,
havendo uma descoloracéo, de azul-esverdeado para amarelo-palido, quando o radical ABTS é reduzido
pelo antioxidante. Assim sendo, o grau de descoloracdo permite avaliar a percentagem de inibicao do
radical ABTS, que ¢é determinado em funcao da concentracao do antioxidante e do tempo de reacao apos
interagir com o padrao Trolox [63].

O protocolo do ensaio ABTS foi adaptado do método desenvolvido por Roberta et al. [64]. O ABTS
foi dissolvido em agua ultrapura a uma concentracéo de 7 mM e preparou-se paralelamente uma solucao
de 2,47 mM de persulfato de potassio, dissolvido também em agua ultrapura. Seguidamente, obteve-se
uma solucdo designada de ABTS-PP, a partir da mistura, de proporcao 1:1, da solucao de ABTS
preparada previamente e da solucdo de persulfato de potassio. A mistura foi deixada resguardada da luz
em agitacdo durante cerca de 12 a 16 h antes de se proceder ao ensaio.

Neste teste foi também preparada uma curva de calibracdo a partir de uma solucdo do padrao
Trolox (15, 30, 50, 80, 100, 200, 300, 500, 600, 650, 700 umol/L) e de etanol de 99 % de pureza. A
solucdo de ABTS-PP foi acertada, a partir de diluicbes com agua ultrapura, de forma a ser obter
espetrofotometricamente um valor de 0,7 de absorvancia a 734 nm. Ap6s o acerto colocou-se 10 ulL de
cada uma das sete solucdes de diferentes concentracdes de composto ativo diluidas em agua ultrapura
juntamente com 200 pL de solugdo ABTS-PP diluida, em quintuplicado. Na placa foram também
colocados 5 controlos de cor (10 puL amostra e 200 pL de agua ultrapura) e 5 brancos (10 uL agua
ultrapura e 200 pL de ABTS-PP diluido). Finalmente, deixou-se a placa repousar, no escuro, durante 6
min antes da leitura das absorvancias que se realizou num leitor a 734 nm. Tal como no ensaio DPPH,
calculou-se a inibicao percentual do ABTS, a partir da Equagdo 1, assim como o ICsq, para cada

composto.

5.3 TESTES ANTIBACTERIANOS

Os testes antibacterianos foram realizados segundo a ISO 22196 “Plasticos - Medicao da atividade
antibacteriana em superficies de plasticos”, com algumas modificacdes [65]. Os testes antivirais
previamente realizados determinaram que o composto ativo com melhor capacidade antiviral foi o acido

galico e que a respetiva concentracdo minima que permite eliminar o SARS-CoV?2 foi de 12,5 g/L. Neste
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sentido, decidiu-se proceder aos testes antibacterianos /in7 vitro analisando filmes compostos por 10 g/L
de alginato de sodio, 5 g/L de éster de sacarose e 12,5 g/L de acido galico. Ademais, as bactérias em
estudo escolhidas foram a £. colie a S. aureus devido ao grande impacto que tém na industria alimentar,

como discutido anteriormente.

5.3.1 PREPARAGCAO DOS MEIOS DE CULTURA
Um meio de cultura (Figura 7) é uma preparacdo quimica que tem na sua composicao nutrientes e
outras substancias necessarias ao crescimento e proliferacao de microrganismos inoculados num meio

artificial.

Figura 7. Meios de cultura preparados.

5.3.1.1  MEIO DE SUSPENSAO - 1,/500 DO CALDO DE NUTRIENTES
0 meio de suspensao (1/500 caldo de nutrientes) foi preparado diretamente a partir de uma diluicao
de 1:500 do caldo de nutrientes existente no laboratorio. A solucao foi armazenada num frigorifico a 4

°C até ser utilizada.

5.3.1.2  AGAR DE CONTAGEM EM PLACAS

Dissolveu-se 2,5 g de extrato de levedura, 5,0 g de triptona, 1,0 g de glicose e 15,0 g de agar em
po6 em 1000 mL de agua destilada. Assim que a solucao se encontrava dissolvida, ajustou-se o pH para
um valor entre 7,0 e 7,2 (a 25 °C) com hidroxido de sodio ou acido cloridrico. Esterilizou-se em autoclave

a 121 °C e depois guardou-se a solu¢cdo numa estufa a 60 °C.

5.3.1.3 CALDO DE DIGESTAO DE CASEINA DE SOJA COM LECITINA £ MONOOLEATO DE POLIOXIETILENO SORBITANO
(CALDO SCDLP)
Dissolveu-se 30 g de caldo de soja triptico em p6 (composto por 17,0 g de peptona de caseina, 3,0

g de peptona de soja, 5,0 g de cloreto sddio, 2,5 g de hidrogenofosfato dissodico e 2,5 g de glicose) e
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1,0 g de lecitina em 1000 mL de agua destilada. Misturou-se bem e de seguida adicionou-se 7,0 g de
tensoativo nao iénico, nomeadamente Tween 80. Por fim, ajustou-se o pH para um valor entre 6,8 e 7,2
(@ 25 °C) com hidroxido de sodio ou acido cloridrico e esterilizou-se em autoclave a 121 °C. O meio

SCDLP foi depois armazenado no frigorifico a 4 °C.

5314 SOLUCAO TAMPAO DE FOSFATO

A solucéo tampao de fosfato preparou-se colocando 34,0 g de dihidrogenofosfato de potassio num
balao volumétrico de 1000 mL, no qual se adicionou 500 mL de agua destilada e se misturou para
dissolver. Ajustou-se o pH para um valor entre 6,8 e 7,2 (a 25 °C) com hidréxido de sddio e de seguida
adicionou-se agua destilada para perfazer os 1000 mL do baldo volumétrico. Finalmente, esterilizou-se

a solucdo em autoclave a 121 °C e guardou-se num frigorifico a 4 °C até utilizacao.

5.3.1.5  SOLUCAO SALINA FISIOLOGICA TAMPONADA COM FOSFATO

Inicialmente preparou-se uma solucéo de soro fisiologico dissolvendo 8,5 g de cloreto de sodio em
1000 mL de agua destilada e depois diluiu-se a solucdo tampéao de fosfato preparada em 5.3.1.4 com
esse soro fisioldgico para um volume de 800 vezes. Esterilizou-se a solucao salina fisiolégica tamponada

com fosfato em autoclave a 121°C que ficou posteriormente armazenada a 4 °C.

5.3.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras, ou filmes, foram preparadas da mesma forma como descrito no método 5.1.3. Para
cada ensaio prepararam-se 9 filmes: 3 amostras tratadas AG1 (10 g/L alginato de sédio, 5 g/L éster de
sacarose e 12,5 g/L acido galico) e 6 amostras controlo ndo tratadas (10 g/L alginato de sédioe 5 g/L

éster de sacarose).

5.3.3 PRE-CULTURA DE BACTERIAS

Usando uma alca de inoculacao estéril, transferiu-se as bactérias da cultura stock para 4 mL de

caldo de nutrientes e incubou-se a 37 °C durante 16 h a 24 h.

5.3.4 PREPARACAO DO INOCULO DE TESTE

Diluiu-se, na proporcado de 1:2, a pré-cultura preparada com o caldo de nutrientes e procedeu-se a

leitura da absorvancia, a 600 nm, de forma a determinar a concentracdo da pré-cultura. De seguida,
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sabendo que 1 unidade de absorvancia corresponde a 8x10¢ células/ mL, a 600 nm, tanto para a £. coli
como para a S. aureus, diluiu-se a pré-cultura com o meio de suspensdo (1/500 do caldo de nutrientes)
preparado de acordo com 5.3.1.1. para se obter uma concentracéo bacteriana entre 2,50x10s células/
mL e 10x10s células/ mL, com uma concentracao alvo de 6x10s células/ mL. Apos diluicdo obteve-se o

indculo de teste.

5.3.5 INOCULACAO DAS AMOSTRAS

Com uma pipeta estéril transferiu-se 400 pL do indculo de teste para cada uma das cuvetes com
as amostras e agitou-se para espalhar. Trés amostras de controlo nao tratadas (denominadas de C4, C5
e C6) e trés amostras AG1 tratadas (denominadas AG1,1, AG1,2 e AGI1,3) foram colocadas
imediatamente a incubar a 37 °C com uma humidade relativa superior a 90 % durante 24 h e as
restantes trés amostras de controlo nao tratadas (denominadas de C1, C2 e C3) seguiram imediatamente

para testes de recuperacado de bactérias.

5.3.5.1  AMOSTRAS DE TESTE IMEDIATAMENTE APOS A INOCULACAO

Imediatamente ap6s a inoculacdo, adicionou-se 10 mL do caldo SCDLP nas amostras de controlo
nao tratadas C1, C2 e C3 para as lavar e recolheu-se o caldo SCDLP recuperado. Tendo em conta a
concentracdo inicial bacteriana do inéculo de teste determinada em 5.3.4. procedeu-se a diluicdes
seriadas, cada uma na proporcdo 1:10, do caldo SCDLP recuperado, com o meio de solucdo salina
fisiolégica tamponada com fosfato, de forma a se obter uma solucdo com uma concentracdo de
aproximadamente 30 células/ mL.

De seguida, em placas petri estéreis, colocou-se 1 mL de cada diluicao realizada e 15 mL do meio
de agar, agitando-se gentilmente para o espalhar. Este processo foi feito em duplicado para cada diluicdo.

Por ultimo, inverteu-se e colocou-se as placas a incubar a 37 °C durante 40 a 48 h.

5.3.5.2  AMOSTRAS DE TESTE APOS INCUBACAO
Ap6s a incubacao das amostras tratadas AG1 (AG1,1, AG1,2 e AG1,3) e das amostras nao tratadas

de controlo (C4, C5 e C6) em 5.3.5, processou-se 0s corpos de prova restantes de acordo com 5.3.5.1.
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5.3.6  CONTAGEM DAS BACTERIAS VIAVEIS
Assim que terminado o periodo de incubacao das amostras procedeu-se a determinacao das
bactérias viaveis presentes em cada uma das placas de petri que consistiu numa contagem direta das

colonias visiveis a olho nu.

5.3.7 ANALISE DOS RESULTADOS

5.3.7.1  DETERMINACAO DO NUMERO DE BACTERIAS VIAVEIS

Para cada amostra, determinou-se o numero de bactérias viaveis recuperadas, dado por
células/cm?, de acordo com a Equacao 2:

N = (100 xC xD xV)/A (2)

Onde,
N ¢ o numero de bactérias viaveis recuperadas por cm? para cada amostra;
C ¢é contagem média das placas para as placas duplicadas;
D é o fator de diluico das placas contadas;
V ¢ o volume de meio SCDLP, em mL, adicionado a cada amostra:

A ¢ a area superficial, em mmz, da cuvete onde o revestimento foi produzido.

5.3.7.2  CONDICOES DE VALIDACAO DO TESTE
Para o teste ser considerado valido as seguintes condicdes devem ser satisfeitas:
1. Ovalor logaritmico do nimero de bactérias viaveis recuperadas imediatamente apos inoculacdo das

amostras de teste nao tratadas deve satisfazer o seguinte requisito:

(Lméx - Lmin)/(Lmédio) < 02 3)

Onde,
L, € 0 logaritmo comum (de base 10) do nimero maximo de bactérias viaveis encontradas numa
amostra;
Lin € 0 logaritmo comum minimo de bactérias viaveis encontradas numa amostra;
Lnéadio € 0 logaritmo comum do numero médio de bactérias viaveis encontradas nas amostras.
2. 0 numero médio de bactérias viaveis recuperadas imediatamente apés a inoculacao das amostras

de teste ndo tratadas (C1, C2 e C3) deve-se encontrar dentro do intervalo 6,2Xx10:/cm? a

2,5%10¢/cmz;
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3. O numero de bactérias viaveis recuperadas das amostras de testes nao tratadas apds 24 h de
incubacao (C4, C5 e C6) nao deve ser inferior a 6,2x10t/cmz.
Se estas trés condicdes se reverificaram, o teste é considerado valido, caso contrario, se nao foram

satisfeitas o ensaio ndo é considerado valido e as amostras devem ser testadas de novo.

5.3.7.3  DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
Caso as condicdes de validacao de teste se verifiguem, calcula-se a atividade antibacteriana,

também denominada de recuperacao antibacteriana (Aa), a partir da Equacéo 4:

Aa = (U —Up) — (A — Up) = Uy — A, (4)
Onde,
Aa é a atividade antibacteriana
U, € a média do logaritmo comum do numero de bactérias viaveis, em células/cm?, recuperadas das
amostras de teste nao tratadas imediatamente apés inoculacao (C1, C2 e C3);
U; é a média do logaritmo comum do numero de bactérias viaveis, em células/cm?, recuperadas das
amostras de teste nao tratadas apos 24 h de incubacao (C4, C5 e C6);
A € a média do logaritmo comum do numero de bactérias viaveis, em células/cmz, recuperadas das

amostras de teste tratadas apos 24 h de incubacao (AG1, AG2 e AG3).

5.4 TESTES DE AVALIACAO DO TEMPO DE PRATELEIRA

5.4.1 CONDICOES DE TESTAGEM

Tal como enunciado no capitulo 4, os parametros indicadores do tempo de prateleira avaliados
durante o periodo de monitorizacao foram a perda de peso, a firmeza, a acidez titulavel, o pH, o conteudo
de solidos soluveis, e as alteracdes na aparéncia da peca de fruta, por meio de uma analise sensorial.
Os pontos de testagem da qualidade das frutas corresponderam aos dias 0, 3, 13, 20, 31 e 45, a partir
do dia de aplicacao dos revestimentos nas peras.

Na avaliacao do tempo de prateleira das peras decidiu-se averiguar o efeito que 12,5 g/L de acido
galico tem no prolongamento do seu tempo de vida. Assim, as amostras em estudo foram:

. Peras com revestimento ativo cujo revestimento é formado a partir de uma solucao composta

por 10 g/L de alginato de sddio, 5 g/L de éster de sacarose € 12,5 g/L de acido galico;
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. Peras com revestimento normal, cujo revestimento é formado a partir de uma solucao

composta por 10 g/L de alginato de sddio e 5 g/L de éster de sacarose;

. Peras sem revestimento, onde nao foi aplicada qualquer solucao.

A escolha do acido galico como composto ativo e da respetiva concentracao derivaram nao sé dos
resultados obtidos nos testes antivirais, a partir dos quais se concluiu que 12,5 g/L de acido galico era
a concentracao critica 6tima em termos de atividade inibitdria antiviral, como também devido ao facto de
este composto nao apresentar um odor intenso como os restantes. Tendo em conta a necessidade de
usar amostras em triplicado em cada teste, os 6 pontos de testagem estabelecidos e o carater destrutivo
de alguns testes de qualidade, a quantidade de frutas necessaria para a avaliacéo do tempo de prateleira
perfez um total de 63 peras.

As frutas foram obtidas no dia do tratamento a partir de um supermercado local e tentaram-se seguir
critérios de selecao que consistiam em tamanho homogéneo, auséncia de danos na pele, auséncia visivel
de microrganismos, maturidade fisiologica e cor intensa. As peras nao foi realizado nenhum tratamento
preliminar antes de se proceder aos testes de tempo de prateleira, pois partiu-se do principio de que este

ja teria sido feito.

5.4.2 PREPARAGAO DAS SOLUGOES
A preparacdo das solucdes a aplicar nas peras seguiu 0 método descrito em 5.1.2, tendo sido
preparadas as seguintes duas formulacgdes:
. Solucdo de 10 g/L de alginato de sodio, 5 g/L de éster de sacarose e 12,5 g/L de acido
galico;

. Solucdo de 10 g/L de alginato de sddio e 5 g/L de éster de sacarose .

5.4.3 APLICAGAO DAS SOLUCOES NAS PERAS

Apds preparacao das solucdes procedeu-se a sua aplicacéo direta nas frutas através da técnica de
imersdo (Figura 8) [66]. Esta metodologia consistiu em submergir o produto alimenticio numa solucao
que contém o revestimento, com posterior secagem, e engloba trés fases [67]:

. Imersdo e permanéncia, em que o alimento é imerso na solucdo percursora seguida de
permanéncia durante 30 s, de forma a garantir que a interacao do produto com a solucao de
revestimento é suficiente para completar o processo de molha em todo o alimento;

. Deposicdo da fruta revestida, numa superficie plana, a temperatura ambiente, sendo o

excesso de liquido removido por gravidade;
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. Evaporacao, na qual o excesso de solvente evapora do fluido formando-se um revestimento

fino.

O processo de imersao é vantajoso quando os produtos requerem um revestimento total e uniforme.
Contudo, podem ocorrer problemas incluindo a perda de atividade do composto ativo [67]. Aquando da
aplicacao do revestimento com composto ativo observou-se que o acido galico nao dissolveu
completamente, por se tratar de uma concentracao ligeiramente elevada, pelo que ficaram depositados
alguns residuos na superficie da fruta. Ainda assim, estes residuos nao afetam a qualidade da peca nem

a eficacia do composto ativo.

{
\
‘ Superficie da pera
p e Superficie néo revestida
V. N
s Pera n&o revestida
Imerséo da pera
na solucéo
|
‘ <
NN

Solucéo do revestimento

-~ ﬁ)\’\ ?)

Superficie revestida

Figura 8. Representacao esquematica da aplicacdo das solucdes de revestimento nas peras por imersao.

5.4.4 PERDA DE MASSA

A evolucdo da perda de massa das peras consistiu em pesar individualmente cada amostra no dia
de aplicacao dos revestimentos (dia 0) e nos dias 3, 13, 20, 31 e 45 de armazenamento, usando uma
balanca analitica com a precisao de + 0,0001 g. Foram analisadas 3 réplicas para cada amostra [59]. A
percentagem ou indice de perda de massa foi calculada conforme descrito na Equacéo 5 [68]:

mi —mt

W/ %= """ x100 (5)

Onde,
mi € a massa inicial da pera no instante t=0

mt é a massa da pera no instante t, comt = 3, 13, 20, 31, 45
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5.4.5 FIRMEZA

O teste da firmeza foi efetuado usando um texturémetro (Shimadzu Universal Testing Machine)
(Figura 9) e com o auxilio do software Trapezium, onde foi feita a perfuracao das peras, com recurso a
uma sonda pistdo de 5 mm de didametro, até se alcancar 10 mm de profundidade, a uma velocidade de
0,5 mm/s e com uma forca de tensao de 500 N. As condicoes utilizadas estao resumidas na Tabela 3.
A perfuracao realizou-se 3 vezes em cada peca de fruta, havendo 3 réplicas por cada grupo de amostras
de peras com diferentes tipos de tratamentos aplicados (3 peras com revestimento ativo, 3 peras com
revestimento normal e 3 peras sem revestimento) [22]. Destes ensaios obtiveram-se resultados relativos
a forca de compressao maxima exercida no momento de penetracao - parametro indicador da firmeza

da pera.

Figura 9. Teste de perfuracdo no texturometro.

Tabela 3. Parametros para o teste de perfuracdo das peras

Parametro Valor Unidade
Tipo de teste Compressao
Direcao da forca Para baixo
Forca de tenséo 500 N
Velocidade do testeg 0,5 mm/ s
Distancia 10 Mm
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546 PH

Para a medicdo do pH das frutas foi necessario homogeneizar previamente as mesmas, de onde
resultaram 9 polpas (3 de peras com revestimento ativo, 3 de peras com revestimento normal e 3 de
peras sem revestimento), em cada dia de testagem. Para tal, procedeu-se ao corte da fruta em pedacos
pequenos, removendo as sementes e o0 pedunculo, seguindo-se uma trituracdo e homogeneizacao com
0 auxilio de uma maquina de cozinha e de uma varinha magica [69].

Apds a obtencao das polpas, diluiu-se 10 g de cada polpa em 100 mL de agua destilada e leu-se o
pH com recurso a um medidor de pH (Mettler Toledo SevenCompact) (Figura 10), de acordo com o

método especifico para o processamento de frutos (AOAC 981.12). [70]

Figura 10. Medidor de pH.

5.4.7 CONTEUDO DE SOLIDOS SOLUVEIS

A determinacao do conteudo de sélidos soluveis foi feita igualmente a partir das polpas resultantes.
Colocou-se 5 g de cada polpa em baldes volumétricos de 50 mL perfazendo-se o volume com agua
destilada. Os 9 baldes volumétricos foram deixados a repousar durante 30 min procedendo-se, de
seguida, a duas filtracdes: uma primaria utilizando um peneiro para remover os residuos solidos
presentes na polpa e uma secundaria a partir de um sistema de vacuo (Figura 11), de maneira a se
obter apenas o liquido sobrenadante [69]. Nesta tltima utilizou-se papel de filtro Whatman Grade 1 com

um tamanho de poro de 11 um.
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Figura 11. Filtracdo a vacuo das polpas de pera.

Uma vez filtradas as polpas, utilizou-se um refratdmetro (HI 96801 - Hanna Instruments) (Figura
12) para medir o conteudo de solidos soluveis, mais especificamente o contetdo em acucar, nas
solucdes resultantes. O aparelho mede o indice de refracdo e fornece um valor expresso em °Brix que

corresponde a g acucar/100 g solucéo [69].

e e———
0 BsoeBx )

:::::::::

Figura 12. Refratometro.

5.4.8 ACIDEZ TITULAVEL

Finalmente, para determinar a acidez titulavel (74) de cada peca de fruta, que se obtém de acordo
com a Equacao 6, foi necessario quantificar o volume de hidréxido de sddio necessario para alcancar o
ponto de viragem da solucéo [69].

TA = Vyaon X 0,1 X 0,06705 x “/’—; X Myaom (6)
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Onde,

VNaon € 0 volume de NaOH gasto na titulacao (em mL)
Mya0n € @ molaridade da solu¢ao de NaOH (0,01 mol/L)
V, € o volume do baldo volumétrico (50 mL)

V¢ é o volume do filtrado (20 mL)

0,06705 & o fator do acido predominante no fruto, neste caso o acido malico [71]

Para tal, utilizou-se o método AOAC 942.15 (“Oficial Methods of Analysis,” 2005). Dissolveu-se 5 g
de cada homogenato (polpa da fruta) em 50 mL de agua destilada. Esta mistura foi deixada a repousar
durante 30 min e foi de seguida filtrada, tal como na quantificacdo do conteudo de soélidos soluveis. O
sobrenadante obtido, cerca de 20 mL das solucdes filtradas, foi titulado com uma solucao de 0,01 mol/L

de hidréxido de sddio, utilizando o indicador fenolftaleina [72].

5.4.9 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial foi realizada por um painel de provadores ndo treinados composto por 13
trabalhadores, de ambos os géneros e com idades compreendidas entre os 20 e 40 anos, do grupo Food
Processing and Nutrition do INL (Figura 13). Nesta analise, avaliou-se 0 aroma, a cor, a textura/firmeza,
a homogeneidade (aparéncia) e a apreciacdo pessoal pelas pecas de fruta no ultimo dia de
armazenamento. Foi utilizada uma escala de 1 a 5 onde o valor 1 correspondia a auséncia ou
depreciacdo do parametro em questao e a nao aceitacao dessa fruta e o valor 5 correspondia ao oposto,
considerando-se a fruta excelente. No Anexo Il, encontra-se uma cépia da ficha de diagnostico usada na

analise sensorial.
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Figura 13. Painel néo treinado a realizar a analise sensorial.

5.4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos dos testes de tempo de prateleira foram submetidos a uma analise estatistica
tendo sido avaliados pelo teste ANOVA e pelo teste Turkey HSD com significancia P < 0,05, recorrendo
ao programa estatistico online “Astatsa”, de forma a averiguar se existem diferencas estatisticas para

cada formulacao do revestimento e ao longo do tempo de armazenamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE DOS TESTES ANTIVIRAIS

6.1.1 ATIVIDADE ANTIVIRAL DO ALGINATO DE SODIO E DO ESTER DE SACAROSE

Inicialmente, pretendeu-se averiguar a atividade antiviral (Mv) das amostras de controlo compostas
por 10 g/L de alginato de sddio e b g/L de éster de sacarose . Para tal, analisaram-se filmes compostos
por 10 g/L de alginato de sodio e filmes compostos por 10 g/L de alginato de sodio e 5 g/L de éster de
sacarose, de forma a tentar determinar a atividade antiviral de cada composto. Na Tabela 4 estéo

representados os resultados do valor de atividade antiviral e da reducao percentual dos filmes produzidos.

Tabela 4. Atividade antiviral do alginato de sédio e do éster de sacarose

Filme Mvto R/%to

Alginato de sodio 10 g/L 0,68 + 0,31 73,73 £+ 14,98

Alginato de sodio 10 g/L e éster de
2,81 +0,32 99,80 + 0,15
sacarose b g/L

A partir dos resultados obtidos, observou-se que o alginato de sodio a 10 g/L tem um valor de
atividade antiviral (Mv) contra o coronavirus de 0,68 + 0,31, o que se traduz numa reducao antiviral (R)
de (73,73 + 14,98) %. Segundo a ISO 18184, se o valor de atividade antiviral (Mv) de um composto
estiver entre valores de 2 e 3 significa que tem um bom efeito inibitorio e se for superior ou igual a 3 tem
um efeito inibitorio excelente [73], por isso conclui-se que o alginato de sddio ndo apresenta boa atividade
antiviral contra o coronavirus.

Por sua vez, o filme com éster de sacarose apresentou uma boa atividade antiviral visto que o Mv
¢ superior a 2, com uma reducao/eficacia de quase 100 %. Assim, as amostras de controlo sem

composto ativo sdo eficazes contra a COVID-19 devido essencialmente ao éster de sacarose.

6.1.2 ATIVIDADE ANTIVIRAL DO ACIDO GALICO - RESULTADOS DE RESPOSTA A DOSE
0O efeito antiviral do acido galico foi analisado em filmes compostos por 10 g/L de alginato de sodio,
5 g/L de éster de sacarose e varias concentracoes de acido galico, desde 1,563 até 25 g/L, de forma a

avaliar a resposta a dose. Os resultados de resposta a dose de acido galico estao apresentados na Tabela

5.
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Tabela 5. Resultados de resposta a dose de filmes com é&cido galico

Filme Concentracao de acido galico (g/L) Mvto R/%%xo0o
AG-2 1,563 1,79 + 0,02 98,38 + 0,07
AG-1 3,125 2,41 + 0,19 99,57 + 0,20
AGO 6,25 2,83 + 0,40 99,78 + 0,20
AG1 12,5 > 3,29 >99,95
AG2 25 > 3,29 >99,95

Pelos resultados, verificou-se que o acido galico adicionou efeito antiviral ao éster de sacarose em
concentracdes a partir de 12,5 g/L, em que o Mv foi superior a 3, tendo em conta que a atividade
antiviral do filme com 10 g/L de alginato de sodio e 5 g/L de éster de sacarose e a reducdo antiviral sdo
de 2,81 + 0,32 e (99,80 +0,15) %, respetivamente , como apresentado na Tabela 4. Assim, a
concentracdo critica do acido galico, a partir da qual existe atividade inibitoria, ¢ 12,5 g/L com um valor
de atividade superior a 3,29 e uma reducdo antiviral superior a 99,95 %. Além do mais, obteve-se um
menor valor de atividade antiviral para AG-2 e AG-1, em comparacdo com o filme com éster de sacarose
sem a presenca de acido galico.

Estes resultados vao ao encontro aos obtidos num ensaio de docking molecular, realizado por Umar
et al. onde se analisou a acao de dezasseis derivados do acido galico contra as cinco proteinas-chave do
SARS-CoV2 (nsp3 (protease semelhante a papaina), nsp5 (protease principal), nsp12 (ARN polimerase
dependente de ARN), nsp13 (helicase) e nsp14 (endoribonuclease especifica de uridilato nidoviral) [74].
Este estudo revelou o potencial do acido galico como possivel opcao de tratamento contra o coronavirus,
nomeadamente de trés inibidores promissores das proteinas ndo estruturais SARS-CoV2 selecionadas,
de entre os dezasseis derivados: 4-C-6-galoilglucosideo), 3-C+6-galoilglucosideo), e galato de
epicatequina.

Além do mais, como titulo informativo, varios trabalhos experimentais tém vindo a demonstrar que
0 acido galico possui um bom espectro antiviral contra varios virus. Como exemplo, surge o estudo de
Salas et al. onde provaram que o acido galico ¢ eficaz contra o virus da Hepatite C, por meio da sua
capacidade antioxidante. O composto diminui a taxa de producéo de proteinas virais levando a diminuicao
do stress oxidativo celular, o que é desfavoravel ao virus [75]. Ainda como exemplo, Kratz et al.
comprovaram que o acido galico tem atividade antiviral contra o virus do Herpes Simples a partir da
inibicao da ligacao e penetracao do virus nas células, impedindo a propagacao da infecao de célula para

célula [76].
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6.1.3 ATIVIDADE ANTIVIRAL DO GERANIOL — RESULTADOS DE RESPOSTA A DOSE
Tal como para o acido galico, analisou-se o efeito de varias concentracdes de geraniol (de 1,563
g/L a 25 g/L) em filmes compostos por 10 g/L de alginato de sodio e 5 g/L de éster de sacarose . Os

resultados de resposta a dose de geraniol estao descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados de resposta a dose de filmes com geraniol

Filme Concentracao de geraniol (g/L) Mvto R/%x 0o
GER-2 1,563 3,13+0,22 99,92 + 0,05
GER-1 3,125 > 3,45 >99,96
GERO 6,25 > 3,45 >99,96
GER1 12,5 > 3,45 >99,96
GER2 25 > 3,41 > 99,96

O geraniol adicionou efeito antiviral ao éster de sacarose em concentracdes a partir de 3,125 g/L
em que o Mv foi superior a 3. O filme GER-2 nao foi tido em conta devido ao desvio padrao associado.
Por sua vez, o valor da atividade antiviral de GER2 foi ligeiramente inferior quando comparado com as
restantes concentracdes. A concentracao critica do geraniol foi entdo de 3,125 g/L com uma atividade
antiviral superior a 3,45 e uma reducéo antiviral/eficacia superior a 99,96 %.

Era de esperar que o geraniol tivesse atividade antiviral contra o coronavirus, tendo em conta um
estudo desenvolvido por Kumar et al. [77]. Neste, descobriu-se que, em células epiteliais, 50 umol/L de
geraniol (que corresponde a 0,00077 %), um dos principais compostos do 6leo de geranio, foi capaz de
reduzir os niveis da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), uma proteina transmembranar recetora
do virus SARS-CoV2, de 18,0 ng/mL (controlo) para 10,44 ng/mL. Desta forma, os resultados sugerem
que o geraniol € um valioso agente antiviral natural que pode contribuir para a prevencao da invasao do
coronavirus no corpo humano.

Adicionalmente, ¢ de mencionar as propriedades antivirais do geraniol previamente investigadas.
Hassan et al. indicaram que o geraniol apresenta propriedades inibitérias pronunciadas contra a
replicacao do virus de Herpes Simples, estabelecendo uma ligagao com a protease do virus e inibindo-a.
Consequentemente, o geraniol ao se ligar a enzima esta a competir com o substrato e, portanto, atua

como um inibidor competitivo [78]. Atualmente, sobre a atividade antiviral do geraniol a literatura
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cientifica ainda carece de dados publicados sobre 0 assunto, tendo um estudo revelado que geraniol ndo

apresentou efeito antiviral contra o virus Influenza A, bem como contra o virus Sincicial Respiratério [79].

6.1.4 ATIVIDADE ANTIVIRAL DO EXTRATO DE CHA VERDE - RESULTADOS DE RESPOSTA A DOSE
A resposta a dose relativamente ao extrato de cha verde foi também avaliada em filmes com 10 g/L

de alginato de sodio e 5 g/L de éster de sacarose e 0s resultados sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados de resposta a dose de filmes com extrato de cha verde

Filme Concentracao de extrato de cha verde (g/L) Mvto R/%+ o
ECV-2 1,563 3,03+0,36 99,86 + 0,12
ECV-1 3,125 > 3,34 >99,95
ECVO 6,25 > 3,34 >99,95
ECV1 12,5 > 3,34 >99,95
ECV2 25 > 3,41 > 99,96

Neste caso, observou-se que o extrato de cha verde adiciona efeito antiviral ao éster de sacarose
em concentracdes a partir de 3,125 g/L (Mv > 3). Novamente, o filme ECV-2 nao foi tido em conta
devido ao desvio padrdo associado. Tal como se verificou com o geraniol, a concentracdo critica do
extrato de cha verde é de 3,125 g/L e o valor de atividade antiviral e a reducao percentual sdo superiores
a 3,34 e 99,95 %, respetivamente. Neste caso, verificou-se uma reducéo ligeiramente superior na
amostra ECV2 pelo que o seu valor de atividade antiviral & superior ao das concentracdes inferiores.

0O mecanismo de acéo do extrato de cha verde contra o SARS-CoV2 podera ser explicado de acordo
com um estudo recente realizado por Liu et al. [80]. Neste, provou-se que EGCG (galato de
epigalocatequina), uma catequina presente no extrato de cha verde, pode inibir a protéase 3CL do SARS-
CoV2, uma enzima importante para a infecao e replicacdo do coronavirus no hospedeiro, e que o EGCG
blogueia a ligacdo viral das células hospedeiras de SARS-CoV2 ao recetor ACE2, atuando assim como
um composto antiviral ao coronavirus.

A eficacia do extrato de cha verde, mais especificamente do EGCG, tem sido muito reportada por
varios autores. Xu et al. provaram que o EGCG reduz n&do s6 a expressdo de antigénios especificos do
virus da Hepatite B, como também os niveis de ADN extracelular, os intermediarios replicativos

intracelulares e o ADN circular covalentemente fechado viral (cccDNA) [49]. Similarmente, Ciesek et al.,
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demonstraram a eficacia antiviral do EGCG contra o virus da Hepatite C, inibindo a entrada de todos os
genotipos do virus nas linhas de células de hepatoma e hepatdcitos humanos primarios, evitando que se
ligue as células alvo [50]. Além disso, semelhante ao efeito de EGCG no virus da Hepatite C, Isaacs et
al., demonstraram que este composto € eficaz contra o virus do Herpes Simples, impedindo diretamente

a ligacao da particula viral extracelular aos recetores da célula alvo [81].

6.1.5b DETERMINACAO DO TEMPO DE PRATELEIRA DOS REVESTIMENTOS COM CONCENTRAGOES

CRITICAS

Tal como enunciado no subcapitulo 5.1, um dos objetivos dos testes antivirais era avaliar se haveria
perda de atividade antiviral dos compostos apés um més de armazenamento. Desenvolveram-se filmes
com 10 g/L de alginato de sodio, 5 g/L de éster de sacarose e com 0s compostos ativos nas
concentracdes criticas que foram determinadas anteriormente.

No caso do acido galico a concentracao critica foi de 12,5 g/L, correspondente ao filme AG1. A
atividade antiviral deste filme ao longo de um més de armazenamento (Tabela 8) comecou a diminuir
continuamente a partir da semana 2 (Mv < 3, considerando o desvio padrao), pelo que se constatou
que o composto é bastante sensivel e que a sua eficacia nao é prolongada, o que se traduz numa
limitacao na utilizacao deste composto em filmes comestiveis, sempre que os alimentos tenham periodos

de conservacao alargados.

Tabela 8. Atividade antiviral do filme com acido galico (12,5 g/L) ao longo de um més de armazenamento

Periodo Mv+o R/%t o
Semana O > 3,29 > 99,95
Semana 2 3,16 + 0,32 99,91 + 0,05
Semana 3 2,88 + 0,20 99,85 + 0,06
Semana 4 2,62 + 0,25 99,72 + 0,15

Além do mais, observou-se mudancas no fenétipo do filme AG1 com o aparecimento de alguma

cristalizacdo durante os experimentos de vida de prateleira, como visivel na Figura 14.
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Figura 14. Filme AG1.

Relativamente ao geraniol, a concentracao critica determinada foi 3,125 g/L correspondente ao
filme GER-1. A evolucao da atividade antiviral deste composto ao longo de um més esta discriminada na
Tabela 9, onde é possivel constatar que, tal como acontece com o filme AG1, apds duas semanas de
armazenamento a atividade antiviral comeca a diminuir até valores inferiores a 3 (Mv < 3), tendo em
conta o desvio padrao, ainda que menos acentuado quando comparado com o filme AG1. Neste filme

GER-1, nao se verificou qualguer mudanca na aparéncia do filme (Figura 15).

Tabela 9. Atividade antiviral do filme com geraniol (3,125 g/L) ao longo de um més de armazenamento

Periodo Mv+ o R/%+ o
Semana 0 > 3,45 > 99,96
Semana 2 3,32 +0,37 99,93 + 0,06
Semana 3 3,35+0,37 99,93 + 0,06
Semana 4 3,08 £ 0,45 99,85 + 0,15

Figura 15. Filme GER-1.
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Finalmente, para o extrato de cha verde também se usou a concentracao critica de 3,125 g/L,
correspondeste ao filme ECV-1. Ao analisar a evolucdo da atividade antiviral deste composto ao longo de
um més de armazenamento (Tabela 9), observa-se que, ao contrario dos outros filmes, a atividade
antiviral de ECV-1 comeca apenas a diminuir na semana 4 (Mv < 3). Isto significa que o filme composto
com 3,125 g/L de extrato de cha verde é o que proporciona um tempo de prateleira maior, verificando-
se atividade do virus apenas na semana 4. Contudo, verificou-se a ocorréncia de alteracdes da cor da

superficie do filme (para rosa-claro) (Figura 16).

Tabela 10. Atividade antiviral do filme com extrato de chéa verde (3,125 g/L) ao longo de um més de armazenamento

Periodo Mvzto R/%% o0
Semana 0 > 3,34 > 99,95
Semana 2 > 3,58 > 99,97
Semana 3 > 3,61 > 99,98
Semana 4 2,88 £0,44 99,79 + 0,19

Figura 16. Filme ECV-1.

6.2 ANALISE DOS TESTES ANTIOXIDANTES

Os testes antioxidantes foram realizados com o objetivo de averiguar se os compostos ativos (acido
galico, geraniol e extrato de cha verde) sdo substancias eliminadoras de radicais livres ou se tém um
mecanismo de atividade antioxidante primaria. Tal como mencionado anteriormente, para cada

composto ativo e para cada ensaio, foram formuladas 7 solucdes com as seguintes concentracdes de
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composto ativo puro: 0,001, 0,005, 0,01, 0,015, 0,025, 0,05 e 0,075 g/L, sendo que no ensaio DPPH
o solvente utilizado foi 0 etanol e no ensaio ABTS foi usada agua ultrapura.

A determinacao da atividade antioxidante dos varios compostos teve como base a elaboracao de
uma curva de calibracao, a partir do padrao Trolox, para ambos os ensaios DPPH e ABTS, conforme
pode ser visto nas Figuras 17 e 18, respetivamente, sendo que
cr corresponde & concentracao de Trolox em umol/L e Ipppy € IppTs COrrespondem as inibicoes

percentuais de DPPH e ABTS.
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Figura 17. Curva de calibracao Trolox, usada nos ensaios DPPH.
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Figura 18. Curva de calibracao Trolox, usada nos ensaios ABTS.

A atividade antioxidante dos compostos ativos pela sua habilidade sequestradora de radicais livres
de DPPH e de ABTS foi obtida a partir da correlacao entre as concentracdes dos compostos ativos (x) e
a % de inibicdo do DPPH ou do ABTS (y), recorrendo a uma analise linear (para o acido galico e para o
extrato de cha verde) e a uma analise polinomial de grau dois (para o geraniol). Foram apenas tidos em
conta os valores de inibicao percentual que se encontravam dentro dos intervalos obtidos nas curvas de

calibracao Trolox para cada um dos ensaios. Os graficos resultantes da inibicdo percentual dos radicais
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em funcao da concentracdo dos compostos ativos estao apresentados nas Figuras A 4 a A 10 do Anexo
l.

Acredita-se que o potencial de eliminacao de radicais livres de um antioxidante seja resultado da
sua capacidade de doar hidrogénio. Por outras palavras, a atividade sequestrante do radical livre mede
a capacidade da amostra de doar hidrogénio a esse radical, resultando no branqueamento do radical
livre DPPH estavel, da cor roxa do catido DPPH para a difenilpricri-hidrazina de cor amarelo-palido e do
radical ABTS estavel da cor azul-esverdeada para a cor amarelo-palido. Uma maior atividade antioxidante
reflete-se num menor 1Cs, que corresponde a concentracao necessaria para apenas 50 % de inibicao
[82]. Na Tabela 11, que se segue, encontram-se os valores de ICs, obtidos para cada composto ativo

em cada ensaio, assim como os valores de inibicdo percentual maxima (/;,sx)-

Tabela 11. Valores de ICx, e de valor méaximo de inibicdo percentual (I;,s), para cada composto ativo em cada ensaio

Ensaio Acido Galico  Geraniol Extrato de cha verde
DPPH 0,0147 - 0,0212
IC5 /g L=
ABTS 0,0161 - 0,0349
DPPH 82,234 - 56,669
Iax / %
ABTS 68,988 6 62,315

Para ambos os ensaios DPPH e ABTS, constatou-se que o efeito antioxidante do acido galico e do
extrato de cha verde aumenta exponencialmente em funcédo da concentracdo de composto ativo, o que
indica que com o aumento da concentracdo o poder redutor também aumenta.

E de salientar que, no caso do acido galico, se obteve uma concentracdo maxima antioxidante, a
partir da qual a sua capacidade comeca a diminuir, de 0,025 mg/mL o que corresponde a uma
percentagem de inibicdo de 82,234 % e 68, 988 %, para o ensaio DPPH e ABTS, respetivamente.
Ademais, o valor de ICsq do acido galico, foi muito semelhante em ambos os ensaios, nomeadamente
de 0,0147 mg/mL no ensaio DPPH e 0,0161 mg/mL no ensaio ABTS. Estes valores sao semelhantes
aos reportados por Hsu et al. (IC5¢ = 0,0129 mg/mL) [83] e por Yokosawa et al. (ICsq = 0,0138 mg/mL)
[84].

Investigadores pensam que a atividade antioxidante do acido galico advém da sua estrutura
molecular, que se encontra representada na Figura 19, mais especificamente devido a presenca dos trés

grupos hidroxila, dispostos na posicédo orfo, ligados ao seu anel aromatico e que formam uma ligacao de
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hidrogénio intramolecular. Outro fator decisivo pode ser o facto do grupo carboxilico estar ligado ao

carbono numero 1, o que aumenta a capacidade do acido galico de doar protdes [85].

=] OH

HO OH

OH

Figura 19. Estrutura quimica do acido galico [86].

Similarmente, o extrato de cha verde apresentou uma tendéncia de aumento exponencial da % de
inibicao, ou seja, da capacidade antioxidante, com o aumento da concentracdo. Nos ensaios DPPH e
ABTS, obtiveram-se concentracdes antioxidantes maximas diferentes, sendo no primeiro de 0,025
mg/mL, correspondente a uma inibicdo de 56,669 %, e no segundo de 0,050 mg/mL, correspondente
a uma inibicao de 62,315 %. Estes valores traduziram-se num ICs, de 0,0212 mg/mL no ensaio DPPH
e de 0,0349 mg/mL no ensaio ABTS, que sao proximos do valor de ICsq de 0,0233 mg/mL obtido por
Unachukwu et al. [87]. A atividade antioxidante do extrato de cha verde deve-se essencialmente a
combinacao de grupos hidroxila e anéis aromaticos que formam a sua estrutura quimica (Figura 20) e a
consequente ligacao e neutralizacao dos radicais livres por esses grupos hidroxila. Além do mais, varios
estudos provaram que as catequinas do cha verde sao eficazes na eliminacao de espécies reativas de

oxigénio e na doacao de eletroes [88].

OH OH

HO @ HO 4
Q/\OJ " m ~"
|
OH ° E‘Q’OH

OH OH o
OH

Epicatechin (EC) Epicatechin-3-gallate (ECG)

OH

OH oo
OH
Ho Oy OH
HO \ ‘ OH
A0 OH T
s I , “o—C OH
I
OH OH o
OH OH

Epigallocatechin (EGC) Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)

Figura 20. Estrutura quimica de catequinas presentes no cha verde [88].
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Relativamente ao geraniol obtiveram-se resultados invulgares: no ensaio DPPH constatou-se uma
evolucao exponencial negativa da percentagem de inibicdo em funcdo da concentracdo do composto,
pelo que neste caso nao se pode aferir que o geraniol tem atividade antioxidante e, por isso, nao foi
possivel calcular o ICsp; no ensaio ABTS, o aumento da concentracéo de geraniol nao teve impacto
significativo na atividade antioxidante, que se manteve constante, e com uma percentagem de inibicdo
de aproximadamente 6 %, pelo que também n&o se calculou o respetivo ICsy.

Estes resultados discordam com os relatados em estudos de varios autores que provaram que 0
geraniol apresenta elevada atividade antioxidante, provavelmente resultante da sinergia entre os
componentes do 6leo, com um valor de ICs, de 663 nmol [89,90]. Nestes estudos, como por exemplo,
o desenvolvido por Chikhi et al., a atividade sequestradora de radicais livres do geraniol foi medida,
usando o método de DPPH, a partir de solucdes de geraniol diluido em metanol, onde se obteve 0 mesmo
valor de IC5q de 663 nmol [91]. Aqui, o solvente utilizado foi o metanol e ndo o etanol como no presente
estudo, por isso, pode-se especular que a atividade antioxidante do geraniol podera ser influenciada pelo
solvente em que ¢ diluido. No entanto, na pratica, o ideal seria realizar novos testes, com solventes
diferentes, para determinar efetivamente a atividade antioxidante do geraniol. Também de referir que o
geraniol € um composto dificil de manusear, tendo-se verificado que ao pipetar parte do composto ficava
retido na tip e que este composto foi dificil de dissolver em agua, na preparacao das solucoes.

Tal como mencionado previamente, um menor [Cs, corresponde a uma maior atividade
antioxidante, ou seja, quanto menor a concentracdo de composto ativo que permite uma inibicao de
DPPH ou ABTS de 50 %, maior é a capacidade desse composto doar hidrogénio ao radical livre e o
sequestrar, e maior ¢ também o seu poder redutor. Neste sentido, a partir dos resultados destes ensaios
verificou-se que as atividades antioxidantes dos compostos ativos diminuiram na seguinte sequéncia
(estando em concordancia tanto para o ensaio DPPH como ABTS): acido galico > extrato de cha verde >

geraniol.

6.3 ANALISE DOS TESTES ANTIBACTERIANOS

Nos testes antibacterianos foram analisadas amostras de controlo ndo tratadas, nomeadamente
filmes compostos por 10 g/L de alginato de sédio e 5 g/L de éster de sacarose , imediatamente apos
inoculacdo (amostras C1, C2 e C3) e 24 h apds incubacao (amostras C4, C5 e C6), e amostras tratadas,
nomeadamente filmes compostos por 10 g/L de alginato de sddio, 5 g/L de éster de sacarose e 12,5

g/L de acido galico, apds 24 h de incubacao. Para cada amostra, procedeu-se a contagem das bactérias
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vidveis em placa e calculou-se, posteriormente, o numero de bactérias viaveis recuperadas (N). Os

resultados de N estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Numero de bactérias viaveis recuperadas (N) nas amostras

N / células cm? E. coli S. aureus

Amostras n&o tratadas apds inoculacao (C1, C2 e C3) 8,96x 103 2,44x103

Amostras n&o tratadas apds 24 h de incubacao (C4, C5 e C6) 4,65x10¢ 1,58x10*
Amostras tratadas apds 24 h de incubacao (AG1, AG2 e AG3) 0 0

Analisando os resultados, constatou-se que, para 0s ensaios com a £. colie com a S. aureus, 0s
filmes com &cido galico incorporado, ndo permitiram o crescimento das bactérias, nao se tendo verificado
nenhuma coldnia de bactérias visivel, 0 que se refletiu num numero de bactérias viaveis recuperadas
nulo. Averiguou-se também que, em ambos 0s ensaios, a incubacao de 24 h se traduziu num numero
de bactérias recuperadas de cerca de 5/6 vezes superior aos niimeros obtidos logo apds inoculacao.

Ademais, o valor logaritmico do numero de bactérias vidveis recuperadas imediatamente apos
inoculacao das amostras de teste nao tratadas foi de 0,007 no ensaio com a £. colie de 0,006 no ensaio
com a S. aureus. Como estes valores sao inferiores a 0,2, entdo a primeira condicdo de validacao do
teste encontra-se verificada. Por sua vez, como constatado na Tabela 12, o nimero médio de bactérias
viaveis recuperadas (N) imediatamente apds inoculacdo das amostras de teste nédo tratadas, foi de
8,96x10:/cmz no ensaio com a £. colie de 2,44x10:/cm? no ensaio com a S. aureus. De acordo com
a segunda condicdo de validacdo, este valor deve-se encontrar dentro do intervalo 6,2x10:/cm? a
2,5%10¢/cmz. O primeiro ensaio satisfez este requisito, no entanto, nos testes com a S. aureus, o mesmo
nao se verificou.

Uma possivel justificacdo para este acontecimento pode estar associada ao éster de sacarose
presente na formulacdo dos revestimentos. Provavelmente, o éster de sacarose tem efeito inibitorio
contra a S. aureus e limita o seu crescimento bacteriano, ou seja, 0 composto por si s6 tem capacidade
de inibir o crescimento da bactéria, nao sendo por isso possivel recuperar todas as bactérias viaveis.

Um estudo anterior foi realizado com o propdsito de analisar esta possibilidade. Zhang et al.,
concluiram que a atividade antibacteriana dos ésteres de sacarose contra a S. aureus foi maior do que

contra a bactéria Gram negativa, £. coli, que foi resistente aos efeitos inibitérios devido a diferencas na
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estrutura da membrana e na parede celular [92]. Uma descoberta semelhante foi reportada por Zhao et
al. que indicaram um efeito antibacteriano mais forte contra bactérias Gram positivas do que Gram
negativas, devido a sua membrana externa, que restringe a difusao do éster de sacarose através da sua
cobertura de lipopolissacarideo. Os autores argumentaram que, de acordo com os resultados, o efeito
antibacteriano deste composto deve-se essencialmente a danos na permeabilidade da membrana celular,
levando a perda de alguns componentes celulares, como proteinas, acucares redutores e materiais
absorventes e a inibicdo do crescimentos das células bacterianas [93]. Bactérias Gram negativas
apresentam uma estrutura celular composta pela membrana citoplasmatica interna circundada por uma
parede celular fina de peptidoglicano, cujo exterior € coberto por uma membrana externa contendo
lipopolissacarideo. Por sua vez, bactérias Gram positivas nao apresentam membrana externa e sao
revestidas por camadas de peptidoglicano mais espessas. A membrana externa das bactérias Gram
negativas serve como uma barreira protetora a difusdo de componentes, sendo por isso também mais
resistente a efeitos inibitorios [94]. As diferencas das estruturas das paredes celulares de bactérias Gram

positivas e Gram negativas sao visiveis na Figura 21.

Parede celular de bactérias Parede celular de bactérias
Gram (+) Gram (-)
Acido teicéico Acido lipoteicoico
\ 3 \\ Cadeias laterai
adeias laterais
: \/: X 2 de antigénio O- Pori
== ; = (; especifico onna
Peptidoglicano = = : 1 : Membrana LiDQDolissac’arideos
Espaco periplasmatico : ‘\: externa Elr[;(zp:]rotema de
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Membrana plasmatica P periplasmético — w1 Peptidoglicano
e proteinas integrais
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e proteinas mtegrals VV\ TATATA'A

Figura 21. Estrutura esquematica das paredes celulares de bactérias Gram positivas e Gram negativas. Adaptado de [95].

Em trabalhos futuros, seria importante analisar amostras apenas com alginato de sodio, ou apenas
com éster de sacarose de forma a determinar o efeito antibacteriano que cada composto tem
individualmente, e analisar diferentes concentracoes de acido galico para averiguar se existe dependéncia
dose-resposta.

A ultima condicéo exige que o numero de bactérias viaveis recuperadas das amostras de testes nao

tratadas apds 24 h de incubacao seja superior a 6,2x10%/cmz. Este requisito foi também satisfeito visto
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que se obtiveram valores de N de 4,65X10¢, no ensaio com a £. coli, e de 1,58%10¢ no ensaio com a
S. aureus.

Verificando-se que, no primeiro ensaio, todas as condicdes foram cumpridas, é possivel validar o
teste com a £. coli. Relativamente ao segundo ensaio, ainda que na segunda condicao se tenha obtido
um numero médio de bactérias viaveis recuperadas imediatamente apds inoculacao das amostras de
teste nao tratadas abaixo do limite exigido (6,2%10:/cm?), pode-se validar o método, visto que este valor
nao era tao distante do estabelecido e tendo em conta que as outras condicdes se verificaram.

O ultimo objetivo dos testes antibacterianos, consistia em determinar a atividade antibacteriana,
também denominada de recuperacao antibacteriana (Aa) das amostras. Os filmes tratados com acido
galico demonstraram um valor de atividade ou de recuperacao antibacteriana de 3,6 relativamente a £.
coli e de 3,2 relativamente & S. aureus. E de notar que o acido galico demonstrou uma atividade
antibacteriana maior para a bactéria Gram negativa do que para a Gram positiva. Segundo a I1SO 20743
“Téxteis - Determinacao da atividade antibacteriana de produtos téxteis”, um valor de atividade
antibacteriana superior a 3 corresponde a um forte efeito inibitério, pelo que se pode concluir que o
revestimento & muito eficaz em inibir o crescimento das bactérias responsaveis por surtos alimentares
[96].

Efetivamente, esperava-se que o acido galico fosse um bom agente antibacteriano contra a £. colie
a S. aureus. A literatura descreve o acido galico como um composto fenélico capaz de inibir a sintese de
acidos nucleicos de bactérias Gram negativas, como a £. col, e Gram positivas, como a S. aureus. Um
estudo realizado por Borges et al., explicou 0 mecanismo de acao do acido galico. Este composto interage
com a superficie de bactérias Gram negativas e Gram positivas, comprometendo a integridade das
membranas citoplasmaticas e promovendo a libertacdo de conteudo intracelular que resulta,
consequentemente, em morte celular. Os autores comprovaram que o seu carater parcialmente lipofilico
permite que este acido fendlico atravesse a membrana celular, por difusdo passiva, acidificando o
citoplasma e causando a desnaturacdo das proteinas [97].

Ademais, verificaram que o acido galico alterou as propriedades fisico-quimicas das membranas
bacterianas, tornando a superficie das células de £. coli mais hidrofilica e a superficie das células S.
aureus mais hidrofébica. Também a exposicao deste acido fendlico a estas bactérias, afetou a capacidade
dos seus aceitadores de eletrdes, que aumentou em bactérias Gram positivas e diminuiu em Gram
negativas. Averiguaram, ainda, que o tipo de microrganismo e sua estrutura, e a composicao da
membrana celular tm impacto na atividade antibacteriana do acido galico. A partir de medicdes do

potencial zeta (uma medida da magnitude da repulsdo ou da atracdo eletrostatica ou das cargas entre
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particulas) demonstraram que, apos a exposicao aos acidos fenolicos, as células bacterianas ficaram
menos carregadas negativamente (a sua carga superficial € normalmente negativa). Este efeito verificou-
se particularmente na bactéria £. coli, o que justificou a sua maior suscetibilidade quando comparada
com a S. aureus [97]. Este motivo, aliado aos mencionados anteriormente, pode explicar o facto de se
ter obtido uma maior recuperacao ou atividade antibacteriana e um maior nimero de bactérias viaveis

recuperadas para a £. colido que para a S. aureus.

6.4 ANALISE DOS TESTES DE TEMPO DE AVALIAGAO DO TEMPO DE PRATELEIRA

Tal como mencionado anteriormente, a partir dos testes antioxidantes e dos testes antivirais
escolheu-se o revestimento com acido galico com uma concentracdo de 12,5 g/L, uma vez que, além
de ser o composto com maior atividade antioxidante e de demonstrar uma atividade antiviral forte, nao
produz um odor muito predominante, em comparacao com os restantes compostos ativos, 0 que nao
iria ser aceite para consumo pelo consumidor. Desta forma, para a analise do tempo de prateleira das
peras foram analisadas peras revestidas com composto ativo (revestimento composto por 10 g/L de
alginato de sodio, 5 g/L de éster de sacarose e 12,5 g/L de acido galico) e sem composto ativo
(revestimento composto por 10 g/L de alginato de sédio e 5 g/L de éster de sacarose ) e peras nao
revestidas, como grupo controlo. A avaliacdo do tempo de prateleira teve por base o estudo de varios

parametros e os resultados encontram-se descritos abaixo.

6.4.1 PERDA DE MASSA

A variacao de massa nas peras com revestimento ativo (10 g/L de alginato de sodio, 5 g/L de éster
de sacarose e 12,5 g/L acido galico), nas peras com revestimento normal (10 g/L de alginato de sodio
e 5 g/L de éster de sacarose ) e nas peras sem revestimento foi avaliada ao longo do tempo e os
resultados estdo apresentados na Figura 22. Nas Tabelas A 1 e A 2, do Anexo lll, encontram-se os dados
recolhidos da massa e da perda de massa (%) das peras ao longo do tempo de armazenamento.

O valor da perda de massa aumentou constantemente durante o periodo de avaliacao em todos os
tratamentos. Ainda que, as peras sem revestimento aparentem apresentar uma menor perda de massa,
seguidas das peras com revestimento ativo e das peras com revestimento normal, ndo se verificaram
diferencas significativas (P < 0,05) entre os trés grupos de peras.

Na pratica, era de esperar que as peras revestidas apresentassem menor perda de massa, devido

a diminuicao da perda de vapor de agua para o seu exterior. Varios autores relataram que a aplicacao
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de revestimentos comestiveis ativos contribuiu para a diminuicdo da perda de massa das frutas [98] a
partir da formacao de uma barreira ao seu redor que, além de diminuir a concentracdo de oxigénio e de
aumentar a de dioxido de carbono na fruta, reduz a transferéncia de vapor [99]. Em contrapartida, um
estudo realizado por Saucedo-pompa et al. revelou que o acido galico incorporado num revestimento de
cera de candelila nao teve um efeito significativo na reducao de perda de peso de bananas, macas e

abacates [100].
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Figura 22. Perda de massa (W / %) das peras com revestimento ativo, das peras com revestimento normal e das peras
sem revestimento, ao longo do tempo de armazenamento.

6.4.2 FIRMEZA

Os testes de perfuracao realizados aos trés grupos de peras tinham como objetivo determinar se o
revestimento ativo iria afetar a firmeza da fruta ao longo do tempo. Na Figura 23 apresentam-se o0s
resultados obtidos e na Tabela A 3, do Anexo lll, encontram-se os valores de firmeza recolhidos das peras
ao longo do tempo de armazenamento.

A partir da analise do grafico, constatou-se que a firmeza das peras diminuiu com o avanco do
tempo de armazenamento. A perda da firmeza foi bastante maior nas amostras nao tratadas em
comparacao com as amostras tratadas, a partir do dia 20 de armazenamento. Recorrendo a uma analise
estatistica, averiguou-se que apenas nos dias 20 e 45 de armazenamento se verificaram diferencas
significativas (P < 0,05) entre as peras com revestimento ativo e as peras ndo revestidas e entre as peras
com revestimento normal e as peras nao revestidas. Ademais, em todo o tempo de avaliacdo nao se

verificaram diferencas entre as peras com revestimento ativo e revestimento normal. Por este motivo, é
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possivel afirmar que os revestimentos efetivamente diminuiram a perda de firmeza das frutas, ainda que
este efeito tenha sido observado apenas nos dias 21 e 45 de armazenamento. Neste sentido, um estudo,
realizado por Hussain et al., veio também comprovar que revestimentos comestiveis a base de
polissacarideos tém a capacidade de reduzir a perda de firmeza da parede celular de peras resultante

do atraso do processo de amadurecimento [101].
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Figura 23. Firmeza (N) das peras com revestimento ativo, das peras com revestimento normal e das peras sem
revestimento, ao longo do tempo de armazenamento.

Pode-se ainda observar, pelo grafico da Figura 23, que existem variacdes nao lineares da firmeza,
mais visivelmente entre os dias 20 e 45, em que ha um aumento (n&o significativo) deste parametro no
dia 31. Isto pode ser explicado pela grande variabilidade das peras analisadas nos diferentes dias de
testagem, uma vez que, sendo este teste destrutivo, as frutas ficavam danificadas e inviaveis para
posterior utilizacdo. Outros fatores como diferentes graus de maturacao, formas e tamanhos entre as
peras usadas nos diferentes tempos de amostragem podem também ter afetado os resultados obtidos.

A perda de firmeza observada durante o armazenamento e processo de maturacdo das peras deve-
se essencialmente a reacdes enzimaticas, perda de agua que diminui a turgescéncia e a degradacao de
substancias pécticas presentes na fruta [102]. Com o decorrer do tempo ocorre a libertacdo de uma
enzima hidrolitica, a poligalacturonase (PG), que aumenta a permeabilidade das membranas das peras

e torna as suas paredes celulares mais fracas, levando a um rompimento mais facilitado das membranas.
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Também reacdes enzimaticas podem ter corrido e degradado os compostos presentes nas paredes

celulares provocando a desnaturacao de proteinas [57].

6.4.3 PH

Os valores de pH das peras medidos ao longo do tempo estdo evidenciados na Figura 24 e

encontram-se discriminados na Tabela A 4, do Anexo .
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Figura 24. Variacdo do pH das peras com revestimento ativo, das peras com revestimento normal e das peras sem
revestimento, ao longo do tempo de armazenamento.

A medicdo do pH indicou que, no dia 0, todas as peras tinham um valor de pH de aproximadamente
5. Analisando o grafico, observa-se que, no ultimo dia de armazenamento, o valor de pH das peras com
revestimento ativo e normal foi ligeiramente superior relativamente aos valores do primeiro dia de analise
e 0 das peras sem revestimento foi inferior. De uma forma geral, ainda que tenha havido aumentos e
diminuicées no valor do pH, este nao variou ao longo dos varios dias de armazenamento, nao se tendo
notado diferencas estatisticamente significantes (P < 0,05) entre as peras com diferentes tratamentos
nos mesmos dias e entre as mesmas peras em diferentes dias.

Com a maturacao do fruto ocorre uma diminuicdo da acidez, decorrente do consumo de acidos
organicos previamente ao consumo dos acucares, durante a respiracao, e, portanto, seria de prever que
houvesse um aumento dos valores de pH das peras [54]. Tal como enunciado na analise do teste da
firmeza, a grande variabilidade das peras analisadas, a necessidade de se usar novos grupos de peras
em cada dia de testagem, devido a ser um teste destrutivo, e as diferencas no grau de maturacao

fisiologica (embora esforcos tenham sido feitos para escolher amostras com maturidade uniforme)
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podem ter afetado os resultados obtidos. Assim sendo, nada se pode aferir se o revestimento ativo ou o

revestimento normal tém impacto na acidez da fruta.

6.4.4 CONTEUDO DE SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS

0 contetdo de soélidos soluveis totais € um bom indicador de qualidade alimentar e do estado de
maturacéo das frutas de pera durante o armazenamento. A Figura 25 resume a quantificacdo do
conteudo de soélidos soluveis totais, expresso em °Brix, ao longo do tempo de armazenamento e a Tabela

A b, do Anexo lll, apresenta todos os valores de contetido de sélidos soluveis das peras recolhidos.

2,0
1,7 1,7 18 1 7 L8 1,7
1,8 16 . 1,6 1615 I 1,6
1,6
1,4
= 1,2
25 1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0
3
Dias
B Péras com revestimento ativo Péras com revestimento normal M Péras sem revestimento

Figura 25. Contetdo de solidos soluveis totais, em °Brix, das peras com revestimento ativo, das peras com revestimento
normal e das peras sem revestimento, ao longo do tempo de armazenamento.

Os resultados indicam que, ao longo do tempo de armazenamento, nao houve alteracdes (P < 0,05)
no contetido de solidos soluveis em nenhum grupo de amostras em nenhuma dia. Neste caso, nao foi
possivel realizar este teste no dia 0.

Na teoria, durante o armazenamento, o contetdo de sélidos sollveis totais deveria ter aumentado
visto que, com o amadurecimento da fruta, ha a conversdo enzimatica de polissacarideos superiores,
como amidos e pectinas, em aclcares simples e ainda a desidratacdo do proprio fruto [54]. O nao
aumento do conteuido de sdlidos soltveis em peras revestidas pode ser resultado da desaceleracao da
atividade metabdlica e do processo de respiracdo nas frutas que o revestimento composto possa ter
induzido, e consequentemente atrasado a conversao de polissacarideos em acucares.

Novamente, a variabilidade dos resultados pode dever-se ao facto das peras serem diferentes entre

si a nivel de tamanho, forma e mesmo grau de maturacao.
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Além do mais, é de realcar que se obtiveram valores de contetido de sélidos totais, entre 1,6 € 1,8
°Brix. Estes valores sdo muito baixos quando comparados com os reportados na literatura para peras.
Muziri et al., por exemplo, estudou a pera Forelle (a mesma do presente estudo) e obteve valores de
aproximadamente 16 °Brix [103]. Esta diferenca significa que o conteido de acucares nas peras
analisadas era muito reduzido, o que é algo invulgar. Pensa-se que isto possa ser resultado da dupla

filtracdo que se realizou e que provavelmente foi excessiva removendo aclicares em demasia.

6.4.5 ACIDEZ TITULAVEL

Tal como o conteuido de soélidos soluveis, a acidez titulavel é outro indicador da qualidade alimentar
e do grau de maturacéo das frutas durante o armazenamento. A variacao da acidez titulavel das peras
ao longo do tempo de armazenamento encontra-se representada na Figura 26 e os valores recolhidos

deste parametro encontram-se discriminados na Tabela A 6, do Anexo llI.
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Figura 26. Variacédo da acidez titulavel, em equivalentes de acido malico, das peras com revestimento ativo, das peras com
revestimento normal e das peras sem revestimento, ao longo do tempo de armazenamento.

Segundo o grafico da Figura 26, verifica-se que ao longo do tempo de armazenamento, ndo houve
diferencas significativas (P < 0,05) nos valores de acidez titulavel entre as varias peras nos mesmos dias

e entre as mesmas peras nos diferentes dias.
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Aqui também se excluiu o dia 0, assim como no ensaio de quantificacdo do conteudo de solidos
soluveis, devido ao facto de a analise da acidez titulavel ter sido realizada no dia a seguir ao primeiro dia
de testagem, o que induzia a valores significativamente diferentes.

De acordo com a literatura, a acidez titulavel esta relacionada com a quantidade de acidos organicos
presentes na fruta sendo que, com o amadurecimento, ocorre uma reducao deste parametro devido a
alteracoes metabolicas e a conversao de acidos organicos em acucares e seus derivados (como fonte de
carbono) ou a sua utilizacao no processo de respiracao (como fonte de energia) [104,105]. Desta forma,
idealmente, desejava-se verificar um declinio linear da acidez com o avanco do periodo de
armazenamento e que o revestimento ativo proporcionasse uma maior diminuicao dos acidos titulaveis.
Ainda assim, estes resultados estdo concordantes com as variacdes de pH obtidas.

Além do mais, no dia 3 obtiveram-se valores de acidez titulavel de 2,79x10* g acido malico/ 100 g
de solucéo para peras com revestimento ativo, 3,35x10%g acido malico/ 100 g de solucédo para peras
com revestimento normal e 5,59x10sg acido malico/ 100 g de solucao para peras sem revestimento.
Estes valores diferem muito dos reportados na literatura para peras, como é o caso de um estudo
realizado por Saquet et al. onde determinaram que a acidez titulavel de uma pera rocha é de 2x10° g
acido malico/ 100 g de solucao [106]. Mais uma vez, a discrepancia destes valores pode ser resultado
da dupla filtracdo que se realizou, que pode ter sido excessiva. Também a questao dos diferentes graus
de maturacao, das formas e tamanhos das peras utilizadas, como consequéncia de se tratar de um teste

destrutivo, podem ter afetado negativamente os resultados.

6.4.6 ANALISE SENSORIAL

Para o estudo da analise sensorial das peras com revestimento ativo, das peras com revestimento
normal e das peras sem revestimento no ultimo dia de armazenamento, elaborou-se um gréafico radar

(Figura 27) a partir dos resultados obtidos na analise (Tabela A 7, do Anexo Il1).
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Homogenidade (Aparéncia)
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Figura 27. Grafico radar da analise sensorial das peras com revestimento ativo, das peras com revestimento normal e das
peras sem revestimento, no dia 45.

Por analise ao grafico radar é possivel observar que, de uma forma geral, as peras com revestimento
ativo foram as que tiveram menor pontuacdo e as que foram mais depreciadas pelo painel de
observadores. Em contrapartida, as peras com revestimento normal tiveram a melhor pontuacdo em
grande parte dos parametros analisados.

Relativamente a textura/firmeza, ainda que os testes de firmeza tenham evidenciado que as peras
nao tratadas foram as que sofreram maior perda, os analisadores escolheram as peras com revestimento
ativo como as que estavam mais “moles e murchas” e as peras com revestimento normal como as que
se encontravam mais rigidas. Alguns membros do painel argumentaram que “as peras com revestimento
ativo tinham uma textura um pouco borrachosa e ndo madura como seria de esperar”. E de salientar
que, no ultimo dia de testes de prateleira, as peras usadas nos testes de firmeza e as apresentadas na
analise sensorial foram diferentes, uma vez que o primeiro teste é de carater destrutivo.

No parametro do odor, as peras com revestimento normal foram as melhor classificadas seguidas,
por empate, das restantes peras. Os analisadores afirmaram que nas peras sem revestimento sentia-se
um odor ténue indicativo do estado avancado de maturacao da fruta, e nas peras com revestimento ativo
sentiam um ligeiro odor acido, possivelmente decorrente da presenca do composto ativo, ja nas peras
com revestimento normal disseram que a fruta tinha um aroma “normal de pera”.

A avaliacdo da cor foi um pouco dificil de se realizar. Os elementos indicaram que as peras com

melhor classificacao foram as sem revestimento, pois se apresentavam mais vermelhas e que as peras
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com revestimento ativo foram as pior classificadas, devido a sua cor amarela/acastanhada resultante da
maturacao.

Este ultimo parametro esta muito associado a homogeneidade e aparéncia da fruta. A Tabela 13
apresenta imagens das peras ao longo do tempo de armazenamento, onde é possivel observar a evolucéo
do seu estado de maturacao. Nos parametros de apreciacao pessoal e homogeneidade (aparéncia) os
resultados indicaram que as peras com revestimento normal foram as mais aceites, seguidas das peras
sem revestimento, e por ultimo, das peras com revestimento ativo. Esta analise é bastante subjetiva,
uma vez que de entre os varios grupos de amostras foram eleitas como as mais apelativas tanto peras
com revestimento ativo, peras com revestimento normal e peras sem revestimento, no entanto, de uma
forma geral as primeiras foram as mais rejeitadas pela maioria.

Ao longo do tempo de armazenamento, a cor da pera mudou de vermelho e verde para amarelo e,
ja numa fase avancada de maturacéo, para castanho. Como podemos ver pelas imagens da Tabela 13,
todas as frutas apresentaram mudancas na sua aparéncia externa. No dia 31 ja eram visiveis danos nas
superficies das peras com revestimento normal e nas sem revestimento, com o aparecimento de zonas
podres, ja as peras com revestimento ativo apresentavam uma superficie intacta. E possivel notar que,
do dia 31 ao dia 45, houve um declinio significativo no estado de maturacdo de todas as peras,
verificando-se que todas elas apresentavam danos na sua superficie e zonas bastante apodrecidas.

Estes resultados sdo um tanto desapontantes. Desejava-se que as peras com revestimento ativo
singrassem em maior parte dos parametros em analise, principalmente na firmeza e na aparéncia e, que
no fundo, atrasassem o processo de maturacao das frutas. Um aspeto importante a ter em conta é que
as peras com revestimento ativo utilizadas no dia 45 nos testes destrutivos apresentavam uma aparéncia
e uma firmeza significativamente melhores que as restantes peras, contudo, as utilizadas na analise
sensorial encontravam-se ja num estado de maturacdo mais avancado. Aqui, novamente, estamos
presentes ao problema das frutas ndo se encontrarem todas no mesmo grau de maturacao.

Além do mais, foram ainda capturadas imagens do interior e exterior das peras no ultimo dia de
armazenamento (Figuras 28 a 30), de forma a determinar se o aspeto exterior se manifestava igualmente
no interior. De entre as varias peras, as Unicas com um interior mais aceitavel foram a primeira com
revestimento ativo (Figura 28) e a terceira com revestimento normal (Figura 29), todas as restantes ja
ultrapassavam o estado de maturacao aceite para consumo. Como indicado até ao dia 31, praticamente
nao havia indicios de zonas apodrecidas no interior das 9 peras, com a excecao de duas (1 pera com

revestimento normal e 1 pera sem revestimento). Teria sido interessante observar o interior das peras
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nesta altura pois provavelmente iria corresponder ao limite maximo de tempo de prateleira aceite para

consumo.

Tabela 13. Imagens do exterior das peras com revestimento ativo, das peras com revestimento normal e das peras sem

revestimento ao longo do tempo de armazenamento
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2
Pean t Best Peac 2

Figura 28. Imagens do exterior e do interior das peras com revestimento ativo, no dia 45.

Figura 29. Imagens do exterior e do interior das peras com revestimento normal, no dia 45.
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Figura 30. Imagens do exterior e do interior das peras sem revestimento, no dia 45.
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Esta dissertacdo teve como principal objetivo a formulacdo de um revestimento comestivel
sustentavel com atividade antiviral contra o coronavirus, que pudesse posteriormente ser aplicado em
frutas, e que colmatasse a atual inexisténcia de informacao e experimentos nesta area.

No inicio do projeto, foram desenvolvidos trés filmes diferentes com uma matriz de base de 10 g/L
de alginato de sédio, 5 g/L de éster de sacarose, e diversas concentracdes (1,5625, 3,125, 6,25, 12,5
e 25 g/L) dos compostos ativos: acido galico, geraniol e extrato de cha verde. Estes filmes foram
estudados a nivel da sua capacidade antiviral com o objetivo de determinar o conjunto de condicées que
permitissem otimizar uma formulacéo, tendo em vista a sua aplicacdo em peras e a consequente
melhoria da sua qualidade e tempo de prateleira. Daqui, extrapolou-se que para o acido galico a sua
concentracdo critica foi de 12,5 g/L (Mv > 3,29 e R> 99,95 %), para o geraniol foi de 3,125 % g/L (Mv
>3,45e R> 99,96 %), e para o extrato de cha verde foi de 3,125 g/L (Mv > 3,34 e R> 99,95 %), sendo
que estes filmes apresentaram uma excelente atividade antiviral uma vez que o valor de Mv foi superior
a 3. Sabidas as condicdes ideais produziram-se novos filmes com as concentracdes criticas, de forma a
verificar se apds um més de armazenamento os compostos perdiam atividade. Concluiu-se que, no filme
com extrato de cha verde apenas se verificou atividade do virus apos quatro semanas de armazenamento
(com Mv < 3), enquanto nos restantes filmes apos a segunda semana ja se verificava atividade do virus.
Contudo, para os testes de prateleira de peras escolheu-se a formulacdo com o acido galico (12,5 g/L),
uma vez que os outros compostos ativos produziam um odor muito forte que nao seria aceite para
consumo pelo consumidor.

Em paralelo, estudou-se a atividade antioxidante dos compostos ativos puros nas seguintes
concentracgdes: 0,001, 0,005, 0,01, 0,015, 0,025, 0,05 e 0,075 mg/mL. Como referido, nao foi possivel
utilizar os revestimentos compostos nestes ensaios, visto que o alginato de sodio e o éster de sacarose
proporcionavam uma cor branca opaca e alguma espuma, o que induzia a erros de leitura
espetrofotométrica. Tal como referido, um menor valor de I1Csq, ou seja, da metade da concentracao
inibitéria maxima, corresponde a uma maior atividade antioxidante. Assim, a partir destes testes,
constatou-se que o acido galico era 0 composto com maior atividade antioxidante, seguido do extrato de
cha verde. Curiosamente, e ao contrario do que se encontra reportado na literatura, o geraniol nao
apresentou atividade antioxidante. Pensa-se que o solvente utilizado nos ensaios podera ter afetado a
atividade do composto e, por isso, seria necessario realizar novos testes com diferentes tipos de solvente,
de forma a esclarecer esta questdo e a determinar efetivamente a atividade antioxidante do geraniol.

Relativamente aos testes antibacterianos, verificou-se que o revestimento formulado apresentou um

efeito inibitdrio forte (Aa > 3) contra o crescimento das bactérias responsaveis por surtos de origem
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alimentar como a £. coli e a S. aureus, eliminando-as totalmente, com um valor de atividade
antibacteriana de 3,6 e 3,2, respetivamente. No ensaio com a S. aureus verificou-se que o numero meédio
de bactérias viaveis recuperadas (N) imediatamente apds inoculacao das amostras de teste nao tratadas
encontrava-se abaixo do limite estabelecido pela norma. Tendo em conta estudos anteriores, pensa-se
que o proprio éster de sacarose, presente na matriz dos revestimentos, tenha atividade antibacteriana e
seja mais eficaz contra a S. aureus pelo que limitou o seu crescimento bacteriano de forma mais
precipitada, do que em comparacao com a £. coli; devido as diferencas estruturais das paredes celulares.
Por este motivo, seria importante analisar futuramente a atividade antibacteriana dos compostos alginato
de sodio e éster de sacarose isoladamente contra estas bactérias de forma a poder fundamentar
fidedignamente os resultados obtidos. Seria também interessante produzir filmes com diferentes
concentracoes de acido galico, para averiguar se existe dependéncia dose-resposta, e revestimentos com
outros compostos ativos incorporados, como o geraniol e o extrato de cha verde.

No ambito do segundo grande objetivo deste trabalho, apds determinado o composto ativo (acido
galico) mais eficaz contra o coronavirus e a respetiva concentracdo em termos de massa/volume (1,25
%) nos testes antivirais, produziu-se em larga escala este revestimento composto que foi, posteriormente,
aplicado em peras, através do processo de imersao. Aqui, o propdsito passou por averiguar se o
revestimento ativo tinha efeito e permitia prolongar a vida de prateleira de frutas, neste caso concreto,
de peras Forelle. Foram estabelecidos trés grupos de amostras: peras com o revestimento ativo (10 g/L
de alginato de sodio, 5 g/L de éster de sacarose e 12,5 g/L de acido galico), peras com revestimento
normal (10 g/L de alginato de sodio e 5 g/L de éster de sacarose ) e peras sem revestimento. Ao longo
de 45 dias de armazenamento, mais concretamente nos dias 0, 3, 13, 20, 31 e 45, os grupos de
amostras de peras foram avaliados, em ftriplicado, a nivel de perda de massa, de firmeza, do pH e do
teor de acidez titulavel, do contetdo de solidos soluveis, e no ultimo dia realizou-se uma analise sensorial
com um painel de analisadores. Os resultados dos testes de tempo de prateleira concluiram que houve
uma tendéncia de aumento de perda de massa com a evolucdo do tempo de armazenamento uniforme
entre os diferentes grupos de amostras de peras, sem diferencas significativas entre os tratamentos. Da
mesma forma, a firmeza das peras foi diminuindo ao longo do tempo e verificou-se que, a partir do dia
20, os revestimentos (ativo e normal) proporcionaram um atraso na diminuicao deste parametro, em
comparacao com as peras sem revestimento. Os valores de pH, de acidez titulavel e do conteudo de
sélidos soluveis mantiveram-se estatisticamente constantes com o decorrer do tempo, sem diferencas
significativas entre os varios grupos de amostras de peras nos mesmos dias de testagem e entre os

mesmos grupos em diferentes dias de testagem. Relativamente a analise sensorial, as peras com
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revestimento normal singraram com as melhores classificacdes nos parametros da firmeza/textura odor,
homogeneidade (aparéncia) e apreciacdo pessoal, e as peras sem revestimento foram as melhores
classificadas a nivel de cor. Lamentavelmente, as peras com revestimento ativo foram as piores
classificadas de uma forma geral. No entanto, analisando as imagens capturadas do exterior das varias
amostras de peras ao longo do tempo de armazenamento, observa-se que, ao contrario das restantes,
as peras com revestimento ativo até ao dia 31 ndo demonstraram sinais de apodrecimento. Contudo, a
partir desse dia houve um declinio significativo do estado de maturacao de todas as peras, afetando
inclusivamente as peras com revestimento ativo.

Neste sentido, & possivel aferir que o revestimento ativo, e ainda o revestimento normal, nao tiveram
um impacto positivo no aumento do tempo de prateleira das peras, como era idealizado, tendo-se
observado uma tendéncia uniforme dos resultados obtidos, nos varios testes de qualidade, sem
diferencas significativas em todas as peras. Portanto, em suma, a criacdo de um revestimento edivel
para melhorar a qualidade e aumentar o tempo de vida da pera nao foi conseguida

As principais justificacoes para estes resultados estao relacionadas com o carater destrutivo da
maior parte dos testes, que implicavam a utilizacdo de novos grupos de frutas em cada dia de testagem.
Por sua vez, ainda que esforcos tenham sido feitos, ndo foi possivel obter peras com o mesmo grau de
maturacao, forma e tamanho, o que pode ter induzido a resultados imprecisos. Como mencionado, nos
testes de determinacao do contetido de solidos soluveis e da acidez titulavel, a dupla filtracao pode ter
sido excessiva, removendo acucares em demasia. Posto isto, e consoante todas as conclusdes obtidas
ao longo do projeto, surgem algumas sugestoes de trabalho futuro como a obtencéo das frutas de um
produtor local, que assegure um estado de maturacao uniforme entre as mesmas, em vez de um
supermercado, onde nao é possivel controlar totalmente esta questdo. Seria igualmente interessante
repetir os testes apenas com uma filtracao, testar outro método de aplicacdo do revestimento, como o
meétodo de spray, e ainda repetir os ensaios em condicOes de refrigeracao. Ademais, a analise sensorial
deveria ter sido realizada por um painel mais alargado de provadores que fossem especializados na area,

de forma a obter resultados mais fidedignos.
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ANEXO0S

ANEXO | - TESTES ANTIOXIDANTES

Figura A 1. Microplaca com a curva padrao de Trolox no ensaio DPPH.

Figura A 3. Microplaca com a Curva padrao de Trolox no ensaio ABTS.
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Figura A 4. Microplaca com as varias concentracdes das amostras no ensaio ABTS.
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Figura A 5. Atividade antioxidante do acido galico, pelo método DPPH.
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Figura A 6. Atividade antioxidante do geraniol, pelo método DPPH.
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Figura A 7. Atividade antioxidante do extrato de cha verde, pelo método DPPH.
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Figura A 8. Atividade antioxidante do acido galico, pelo método ABTS.
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Figura A 9. Atividade antioxidante do geraniol, pelo método ABTS.
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ANEXO Il - FICHA DE ANALISE SENSORIAL

ANEXO0S

Main goal

Consumer acceptance

Sensory analysis survey - Consumer acceptance on coated
pears

Within the scope of the COVICOAT project, an active coating was developed to
be applied to pears, whose objective is to prolong their shelf life. Thus, this sensory
analysis is mainly focused on ascertaining consumer acceptance of 3 sets of pears
(untreated pears, active-coated pears and normal-coated pears) at the end of their
storage time.

Participants will have to observe the samples and indicate on a form a justified
score of a series of characteristics and attributes related to the organoleptic quality of
the different products, for example: color, odor, firmness/texture, homogeneity
(general appearance) and personal appreciation.

Sensory analysis form

Score each attribute of the samples according to the values that are indicated at the

bottom and note your opinion in observations.

Attribute

Pear | Pear | Pear | Pear
1 2 3 4

Pear
5

Pear | Pear | Pear | Pear
6 7 8 9

Observations

Homogeneity
(appearance)

Color

Odor

Texture/
firmness

Personal
appreciation

Homogeneity / color / odor /

texture classification

Personal appreciation
classification

5 - Very good 5 - | really like it
4 - Good 4 - | Like it
3 - Acceptable 3 - Neither like nor dislike
2 - Bad 2 - | do not like
1-Very bad 1-1really don't like it

2BNanoFood

Figura A 11. Exemplar da ficha de analise sensorial.
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ANEXO |l - DADOS DOS TESTES DE TEMPO DE PRATELEIRA

Tabela A 1. Massa das peras (g) ao longo do tempo de armazenamento

Dia 0 3 13 20 31 45

Pera com revestimento ativo 1 191,80 189,63 183,21 179,03 172,85 165,52

Pera com revestimento ativo 2 161,93 159,92 153,88 150,15 144,39 137,87
Pera com revestimento ativo 3 173,82 171,87 165,61 161,59 155,66 148,27
Média 17585 173,81 167,56 163,59 157,63 150,55

Pera com revestimento normal 1 182,92 180,91 174,82 170,28 165,08 156,45
Pera com revestimento normal 2 188,49 185,69 177,47 172,28 164,73 155,71
Pera com revestimento normal 3 181,65 179,01 171,45 166,68 159,71 151,33

Média 184,35 181,87 174,58 169,74 163,17 154,50
Pera sem revestimento 1 17793 175,95 170,07 166,25 160,53 154,07
Pera sem revestimento 2 174,41 172,33 166,26 162,53 157,24 150,63
Pera sem revestimento 3 196,07 193,61 186,23 181,67 175,06 166,80
Média 182,80 180,63 174,19 170,15 164,28 157,17

Tabela A 2. Perda de massa (%) das peras ao longo do tempo de armazenamento

Pera sem revestimento 3 1,26 5,02 7,35 10,72 14,93

Dia 0 3 13 20 31 45

Pera com revestimento ativo 1 0 1,13 4,48 6,65 9,88 13,70
Pera com revestimento ativo 2 0 1,24 4,97 7,27 10,83 14,86
Pera com revestimento ativo 3 0 1,12 4,73 7,04 10,45 14,70
Média 0 1,17 4,73 6,99 10,39 14,42
Pera com revestimento normal 1 0 1,10 4,43 6,91 9,75 14,47
Pera com revestimento normal 2 0 1,49 5,85 8,60 12,61 17,39
Pera com revestimento normal 3 0 1,45 5,61 8,24 12,08 16,69
Média 0 1,35 5,30 7,92 11,48 16,18
Pera sem revestimento 1 0 1,11 4,42 6,56 9,78 13,41
Pera sem revestimento 2 0 1,19 4,67 6,81 9,85 13,63

0

0

Média 1,19 4,70 6,91 10,11 13,99
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Tabela A 3. Firmeza (N) das peras ao longo do tempo de armazenamento

ANEXO0S

Dia Peral Pera2 Pera3 Pera4 Pera5 Pera6 Pera7 Pera8 Pera9
29,95 19,54 20,42 19,72 26,01 18,72 23,74 18,43 23,49
0 22,12 24,63 2794 18,79 28,73 20,09 25,77 2430 29,00
21,56 18,17 1882 21,27 21,14 2181 29,76 2386 26,23
Média 24,54 20,78 22,39 19,92 2529 2020 26,42 2220 26,24
25,72 21,73 22,88 27,48 2769 2050 18,19 20,53 25,82
3 25,21 26,12 26,04 3483 2378 2433 16,43 20,17 27,03
21,52 28,08 19,75 19,75 19,75 19,75 26,33 2465 19,37
Média 24,15 25,31 22,89 2409 27,04 2249 20,32 21,79 24,07
25,21 23,29 1478 24,02 31,46 27,48 1932 26,66 22,09
13 25,66 26,43 20,94 2333 21,85 2237 2415 2255 16,37
24,83 26,46 19,35 2490 27,81 17,62 2328 2953 18,74
Média 25,23 25,39 1835 24,09 27,04 21,53 2225 26,25 19,07
16,04 26,87 29,06 2698 11,74 12,04 5,72 8,53 10,95
20 12,89 26,55 1465 2508 11,89 17,60 4,56 7,70 17,41
14,98 26,73 24,36 31,23 1287 17,65 4,09 7,40 9,26
Média 14,64 26,72 22,69 27,76 12,17 15,76 4,79 7,88 12,54
20,52 8,00 10,12 20,96 12,11 10,95 1581 6,16 4,44
31 15,35 8,00 10,29 1554 13,90 8,09 11,58 5,00 6,67
21,21 7,72 8,54 19,60 8,87 9,13 11,52 6,01 6,60
Média 19,03 7,91 9,66 18,70 11,63 9,39 12,97 5,72 5,90
31,01 10,20 1,31 22,56 3,52 11,73 1,85 1,87 0,61
45 29,10 13,73 9,17 4,45 8,49 12,66 2,07 4,40 0,89
25,30 10,31 2,85 22,64 6,54 12,26 1,89 3,22 1,10
Média 28,47 11,41 4,44 16,55 6,18 12,22 1,93 3,16 0,87

Nota: Pera 1, pera com revestimento ativo 1; Pera 2, pera com revestimento ativo 2; Pera 3, pera com revestimento ativo 3;

Pera 4, pera com revestimento normal 1; Pera 5, pera com revestimento normal 2; Pera 6, pera com revestimento normal 3;

Pera 7, pera sem revestimento 1; Pera 8, pera sem revestimento 2; Pera 9, pera sem revestimento 3.
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Tabela A 4. Valores de pH das peras ao longo do tempo de armazenamento

Dia 0 3 13 20 31 45

Pera com revestimento ativo1 5,23 5,25 491 5,27 4,71 5,32
Pera com revestimento ativo 2 5,01 5,54 4,92 5,59 4,89 5,18
Pera com revestimento ativo 3 5,18 513 4,63 5,63 5,06 5,36
Média 5,14 5,31 4,82 5,50 4,89 5,29

Pera com revestimento normal 1 4,89 5,60 5,19 476 5,23 5,31
Pera com revestimento normal 2 5,18 518 5,25 4,92 5,31 4,96
Pera com revestimento normal 3 5,34 511 4,79 5,66 6,00 5,34
Média 514 5,30 5,08 511 5,51 5,20

Pera sem revestimento 1 4,93 5,34 4,93 5,43 4,96 4,40
Pera sem revestimento 2 5,06 5,09 4,98 4,95 4,88 5,30
Pera sem revestimento 3 4,60 5,20 4,67 484 4,98 4,55
Média 4,86 521 4,86 5,07 4,94 4,75

Tabela A 5. Conteuido de sdlidos soluveis (°Brix) das peras ao longo do tempo de armazenamento

Dia 3 13 20 31 45

Pera com revestimento ativo 1 1,6 1,7 1,6 1,8 1,6
Pera com revestimento ativo 2 1,5 1,7 1,7 1,8 1,7
Pera com revestimento ativo 3 1,6 1,6 1,7 1,8 1,8
Média 1,6 1,7 1,7 1,8 1,7

Pera com revestimento normal 1 1,7 1,6 15 1,8 1,8
Pera com revestimento normal 2 1,6 1,4 1,6 1,7 1,8
Pera com revestimento normal 3 1,7 1,7 1,6 1,6 1,8
Média 1,7 1,6 1,6 1,7 1,8

Pera sem revestimento 1 1,7 1,8 1,6 1,8 1,5
Pera sem revestimento 2 1,6 1,7 1,6 1,8 1,6
Pera sem revestimento 3 1,6 1,7 1,4 1,8 1,8
Média 1,6 1,7 1,5 1,8 1,6
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Tabela A 6. Valores de acidez titulavel (g acido malico/ 100 g de solucao) das peras ao longo do tempo de armazenamento

Dia 3 13 20 31 45

Pera com revestimento ativo 1  0,000017 0,000017 0,000017 0,000050 0,000034

Pera com revestimento ativo 2 0,000034  0,000050 0,000042 0,000042 0,000025

Pera com revestimento ativo 3 0,000034  0,000059  0,000042 0,000025 0,000025

Média 0,000028 0,000042 0,000034 0,000039 0,000028

Pera com revestimento normal 1 0,000025 0,000042 0,000042 0,000025 0,000042

Pera com revestimento normal 2 0,000042  0,000042  0,000034 0,000034 0,000042

Pera com revestimento normal 3 0,000034  0,000050  0,000050 0,000034 0,000034

Média 0,000034 0,000045 0,000042 0,000031 0,000039

Pera sem revestimento 1 0,000050 0,000042 0,000034 0,000034 0,000034

Pera sem revestimento 2 0,000067  0,000042  0,000025 0,000059 0,000034

Pera sem revestimento 3 0,000050 0,000034  0,000042 0,000034 0,000042

Média 0,000056  0,000039  0,000034 0,000042 0,000036
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Tabela A 7. Resultados da analise sensorial

ANEXO0S

Atributo

Classificacao

Pera Pera Pera Pera Pera Pera Pera Pera Pera

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Homogeneidade
(aparéncia)

Pessoa 1

Pessoa 2

Pessoa 3

Pessoa 4

Pessoa 5

Pessoa 6

Pessoa 7

Pessoa 8

Pessoa 9

Pessoa 10

Pessoa 11

Pessoa 12

Pessoa 13

Média

wlwlwlwlar|dlw|larlw|dia|~|lw|s

el Ll DS D el Ll Ll Ll Ll Ll el Ll

ey PR | O J [ PSSR PR (R r—— N T [ Y (PSS R —

WD Wk PPOWLWWLWWLW W | W[~ O

~Arlwlwlwidldloala|lw|s|a|N|O |~

N (NN NN (= (NN N [—= (W (DN

Cor

Pessoa 1

Pessoa 2

Pessoa 3

Pessoa 4

Pessoa 5

Pessoa 6

Pessoa 7

Pessoa 8

Pessoa 9

Pessoa 10

Pessoa 11

Pessoa 12

Pessoa 13

Média

W rwNvlwERINMIwlwWw WIS

e e Y el e DN el Ll (R LS N L S IS )

N —m [N~ INDFR =PI~

W Wwwwwiwioa N (W |o|w

S~ plwlwld|lploloaldr|l|lww|or|on

W NN WINDINDIIND RN DB WS

Odor

Pessoa 1

Pessoa 2

Pessoa 3

Pessoa 4

Pessoa 5

Pessoa 6

Pessoa 7

Pessoa 8

Pessoa 9

Pessoa 10

R LSEE NN = (O L[SV (&)

WWR P W PP WP PO INNDWWIF W IW [P WININININD NN (=W W (NN

NN [—= W ININ W ([N W

N == WIN W W=D

PO |PWWIERPIOWLWIWPRRWWPRPRWWLWOIN|IERIRRINMNOWWWLWIWIW|RPWLWLWWWLWIN|E|ID|P, O P>

WO IO WIN |

Mlwlwlalw|bs|lw lw|s|>

W[ INDINDIND W INDWIWIN DDWIN N WD BWINWWIN NN NN NN~ (DN~ DN

N =W WIN W~ &~ w
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Pessoa 11

o

ANEXO0S

Pessoa 12

N

Média

w (W

o

o

w

Pessoa 1

Pessoa 2

Pessoa 3

Pessoa 4

Pessoa b

Pessoa 6

Pessoa 7

Textura/firmeza Pessoa 8

Pessoa 9

Pessoa 10

Pessoa 11

Pessoa 12

Pessoa 13

Média

Wik PPwwWw|RINDNWINIAIARN WS>

el el el el el el el el Ll = LS R

el Ll Ll D Ll L el F Y el L

PLWWLWWIR|PIOWLWO Wi W W|& >

WP WININ W WIN WO WO W

N[O INININ NN W WIN W W I(N N

Pessoa 1

Pessoa 2

Pessoa 3

Pessoa 4

Pessoa 5

Pessoa 6

Pessoa 7

Aoreciacs
preciacao Pessoa 8

pessoal
Pessoa 9

Pessoa 10

Pessoa 11

Pessoa 12

Pessoa 13

Média

SO I T NCR FOUN 1S T T NCY NG FSU NG NG PR N I

N[~ W[ INDINDNINFRLWIND L, INDIINDIND WIS BRI INNDIWICT W INDIN WIW[W([— (N
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U VRO U, U, WG (UG U U R, R, U T T

AP |IPOIAENNIPOOLWIWIPWIBRPOLOWWIPWIPOIWLWIOIRRWLWWIRIW|S W&

Al |IPOOWIEAEINIDIOWPIWP>

Al lwdMwWwO |l |w |~ |O|w|Oo1 |

N (=N INEINDNIWINDINDIND WIWINIWININIWINIAIERINRPW W W WD NN

N[ (NN N[ (DN INININ N NN

2

3

3

Nota: Pera 1, pera com revestimento ativo 1; Pera 2, pera com revestimento ativo 2; Pera 3, pera com revestimento ativo 3;
Pera 4, pera com revestimento normal 1; Pera 5, pera com revestimento normal 2; Pera 6, pera com revestimento normal 3;
Pera 7, pera sem revestimento 1; Pera 8, pera sem revestimento 2; Pera 9, pera sem revestimento 3.
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