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RESUMO

A banana (Musa spp.) é a fruta mais consumida no mundo e, no pais tem 98%
da producédo destinada predominantemente ao mercado interno (ANUARIO
BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2018). Essa cultura apresenta uma grande
sensibilidade ao ataque de pragas e doencas. Nesse sentido, faz-se necessario
a utilizacdo de métodos que venham inibir o desenvolvimento de fungos, como
€ 0 caso dos biofilmes em consorcio com fungicidas a partir de extratos naturais
gue possibilitam protecédo ao fruto. Dessa forma este trabalho teve como objetivo
desenvolver um biofilme sustentavel para protecdo dos frutos contra danos
causados por fungos, minimizando a perda pos-colheita da banana ( Musa sp.)
aumentando o tempo de vida util do fruto. O trabalho foi desenvolvido em 2
etapas, os testes foram realizados in vitro, utilizando extratos de vegetais e fécula
de mandioca como meio de cultura para a avaliacdo do crescimento micelial de
fungo Lasiodiplodia theobromae, causado da podriddo da coroa. No segundo
momento realizou-se o teste in vivo com banana da variedade “prata”, com a
formulacdo de biofilmes com extratos de vegetais e por fim a aplicacdo na
banana, em seguida foram realizados testes com as variaveis: crescimento
micelial (in vitro), caracterizacao fisicas da colonia (in vitro), pH, sélidos soluveis,
acidez titulavel, relacdo entre SS e AT (in vivo). O uso do biofilme de fécula de
mandioca com extratos de vegetais, em especial a canela mostrou-se eficiente
no controle do crescimento micelial. Nas variaveis referentes ao teste com
biofilme in vivo, o pH variou entre 3,9 e 4,4, estando dentro dos padrdes
aceitaveis frente ao tempo de amadurecimento. O teor de sélidos solluveis
apresentaram faixa adequada demonstrando boa qualidade do fruto apesar do
tempo de maturacdo estar elevado, que ja apresentava 12 dias de
amadurecimento. A acidez titulavel ficou na faixa de 0,8% a 2,9. Na analise do
Ratio SS/AT, os tratamentos diferiram entre si com valores que variaram.Conclui-
se que em testes in vitro o biofilme mostrou-se eficiente, entretanto em testes in
vivo 0 revestimento de biofilmes podem influenciar nas altas taxas de acidez,
porém manter o pH dentro dos valores aceitaveis e que € necessario avangos
nesses estudos para encontrar um biofilme que confira protecdo ao fruto
mantendo a qualidade em todas as variaveis analisadas.

Palavra-chave: Revestimento; Conservacao; Controle alternativo;
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ABSTRACT

Banana (Musa spp.) is the most consumed fruit in the world and, in the country,
98% of production is destined predominantly for the domestic market (ANUARIO
BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2018). This crop is highly sensitive to attack
by pests and diseases. In this sense, it is necessary to use methods that will
inhibit the development of fungi, as is the case of biofilms in consortium with
fungicides from natural extracts that allow protection to the fruit. Thus, this work
aimed to develop a sustainable biofilm to protect the fruits against damage
caused by fungi, minimizing the post-harvest loss of banana (Musa sp.) and
increasing the shelf life of the fruit. The work was carried out in 2 stages, the tests
were carried out in vitro, using vegetable extracts and cassava starch as a culture
medium for the evaluation of the mycelial growth of the fungus Lasiodiplodia
theobromae, caused by crown rot. In the second moment, the in vivo test was
carried out with banana of the “prata” variety, with the formulation of biofilms with
plant extracts and finally the application in the banana, then tests were carried
out with the variables: mycelial growth (in vitro) , physical characterization of
colonies (in vitro), pH, soluble solids, titratable acidity, relationship between SS
and AT (in vivo). The use of cassava starch biofilm with plant extracts, especially
cinnamon, proved to be efficient in controlling mycelial growth. In the variables
referring to the in vivo biofilm test, the pH varied between 3.9 and 4.4, being within
acceptable standards in view of the ripening time. The soluble solids content
showed an adequate range, demonstrating good quality of the fruit despite the
high maturation time, which already had 12 days of ripening. The titratable acidity
was in the range of 0.8% to 2.9. In the analysis of the Ratio SS/AT, the treatments
differed with values that varied. It is concluded that in in vitro tests the biofilm
proved to be efficient, however in in vivo tests the biofilm coating can influence
the high acidity rates, but maintain the pH within acceptable values and that
advances in these studies are necessary to find a biofilm that provides protection
to the fruit while maintaining the quality of all analyzed variables

Keyword: Coating; Conservation; Alternative control,
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1. INTRODUCAO

Doencas em frutiferas se originam ainda no campo, durante o cultivo em
campo, momento em que o patégeno se instala no inicio da frutificacdo até a
tltima etapa do desenvolvimento do fruto, que se trata da pos-colheita (SOARDI,
et al., 2018). Durante a pos-colheita, as plantas sdo expostas a uma variedade
de fatores que podem favorecer o desenvolvimento e a propagacao de doencas,
fatores esses como o manejo inadequado durante a colheita, transporte,
manuseios que causam ferimentos e danos ao fruto e conservacéo inapropriada
gue podem favorecer a incidéncia de patégenos. No que se referem aos
detrimentos derivados por fungos, é de grande importancia buscar métodos que
possibilitem controlar as acdes patogénicas dos mesmos, conservando assim 0s
frutos e prolongando seu tempo de vida util. O uso de revestimentos comestiveis
(filmes) ou biofilmes é uma tecnologia, que tem como matéria-prima os derivados
de amilose, de celulose ou colageno, podendo ser removidos com agua ou
ingeridos juntamente com o produto protegido, além de terem custo baixo
(CAZON, 2017). Os revestimentos comestiveis sdo aplicados na superficie dos
alimentos para criar uma barreira protetora contra fatores externos, como
umidade, oxigénio e transferéncia de gases. Eles podem ajudar a prolongar a
vida util dos alimentos, reduzir perdas devido a deterioracdo e manter sua

gualidade sensorial.

A banana (Musa spp.) é uma das frutas mais consumida no mundo e, a
segunda mais produzida no Brasil, no pais tem 98% da producdo destinada
predominantemente ao mercado interno (ANUARIO BRASILEIRO DA
FRUTICULTURA, 2018). Sua popularidade se deve, em parte, a sua
disponibilidade, sabor agradavel e valor nutricional, pois é extremamente rica em
potassio, carboidratos e fibras solaveis, além de conter fésforo, calcio, magnésio
e vitaminas A, B e C. Destaca-se também pelo elevado teor de aclcares, pela
multiplicidade de uso, excelente sabor e ampla aceitacdo entre todas as faixas
etarias e niveis sociais. A banana é uma fruta produzida o ano todo,
possibilitando que seja fornecida ao mercado com a regularidade que é requerida
(LEITE et al.,, 2015). Essa cultura apresenta uma grande sensibilidade ao

estresse hidrico sendo necessarios condi¢cdes especiais de cultivo (SOUZA,
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2019) e, por esta razdo ela € susceptivel a ataques de pragas e doencas.
Quando as plantas estédo enfraquecidas devido a esses fatores, elas se tornam
alvos mais faceis para insetos, acaros, nematoides e patégenos que causam

doencas.

Muitas doencas em frutiferas sdo causadas por fungos fitopatégenos, que
ocasionam perdas para as culturas e danos econdémicos para os produtores,
inclusive na pés-colheita (ALMEIDA, 2017); A “antracnose”, “podridao do colmo”
e da “podriddo da coroa”, que atinge a banana ja na fase da pods-colheita sao
doengcas que se instalam no fruto ocasionando estragos significativos,
impossibilitando seu consumo. Elas ocorrem durante todo o ano, principalmente
no verdo. Isso ocorre pelo fato dos patdgenos de maneira geral, ter melhor
adaptacdo em climas quentes e umidade do ar baixa. A ocorréncia de pragas e
as doencas na cultura da banana acumulam severas perdas na producao, que a
depender das circunstancias podem atingir até 100%, devido a falta de um

eficiente método de controle (SOUZA, 2019).

Por se tratar de uma atividade de grande potencial para o pequeno
produtor e suas familias, a cultura da banana estreita as relagdes sociais e
culturais, possibilitando oferta de renda e emprego (CHIODI, 2020), pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento econémico, contribuindo
para a coesao familiar e a promocao da identidade local. Neste contexto, trazer
medidas de controle para reduzir perdas excessivas e oferecer um fruto de
gualidade ao consumidor e que sejam de baixo custo é de extrema importancia
para os produtores. Por esta razdo, alternativas que ndo causem impactos
ambientais e a saude esta cada dia obtendo mais aceitabilidade, como os
biofiimes a base de amidos em consoércio com extratos naturais, pois essa
tecnologia busca um controle das atividades microbianas presentes na fase da
pos-colheita no fruto, assim preservando-o por mais tempo para a venda e o
consumo, favorecendo também qualidade a esse fruto. Diante do exposto,
fornecer produtos que protejam o fruto, de facil aplicacdo e que apresente bons
resultados podem possibilitar melhorias na produgcdo da banana. Dessa forma

este trabalho teve como objetivo desenvolver um biofilme sustentavel para
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protecdo dos frutos contra danos causados por fungos, minimizando a perda

pos-colheita da banana (Musa sp.) aumentando o tempo de vida util do fruto.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Banana (Musa spp)

A banana (Musa spp) é uma planta herbacea e seu cultivo iniciou-se ha
mais de quatro mil anos na Asia e na Africa. Foi introduzida no Brasil pelos
colonos portugueses, apresentando facil adaptacdo ao clima tropical
(CAMPELO, 2020). Monocotiledénea, herbacea, seu caule é subterraneo do tipo
rizoma onde se apoia os componentes da planta que sdo as raizes, gemas,
rebentos, pseudocaule, folhas e frutos (SANTOS, 2019), essas caracteristicas
estruturais da planta da banana sao importantes para seu crescimento,
desenvolvimento e producéo de frutos. Sua producdo nacional estimada em
2018 foi de 6,82 milhdes de toneladas, segundo os dados estatisticos do IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). Corroborando a essa informacéo
Sousa (2017) menciona em seu trabalho que o crescimento da bananicultura tem
crescido a nivel mundial e que esse aumento se da pelas técnicas atualmente
empregadas para minimizar perdas e melhorar o desenvolvimento do fruto, o
desenvolvimento continuo de novas tecnologias e a adocao de boas praticas de
manejo sdo fundamentais para garantir a sustentabilidade e ocrescimento

continuo dessa importante cultura.

A banana é uma fruta muito consumida pelos brasileiros, seja in natura
ou na fabricacdo de doces, farinha, geleias, vitaminas dentre outros (SOUSA,
2017). Além das vitaminas e aguUcares, a banana também é uma boa fonte de
fibras alimentares, especialmente fibras solUveis, como a pectina. As fibras
ajudam a promover a saude digestiva, auxiliando na regularidade intestinal e
contribuindo para a sensacdo de saciedade. Também é uma das frutas mais
consumidas no mundo, pois é rica célcio e em sua composi¢cédo tem cerca de
90% de carboidrato (SANTOS, 2019).
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A banana possui quatro fases especificas durante o ciclo fenolégico que
€ o crescimento, maturacdo, amadurecimento e senescéncia, além de ser um
fruto climatérico (SILVA, 2017), essas fases séo caracteristicas de muitas frutas,
incluindo a banana, e desempenham um papel importante na determinacao da
gualidade e sabor da fruta, e por apresentar alta taxa respiratoria e a producao
de etileno, que possibilita a incidéncia de fungos fitopatdgenos no fruto nas fases

de maturagcédo e amadurecimento.

A producéo de banana na agricultura familiar é considerada um meio de
subsisténcia de diversos produtores do semiarido (SOUSA, 2017). Nesse
sentido, frutos como a banana tem um tempo de vida util de prateleira bastante
reduzido, necessitando de técnicas que venham oferecer melhor qualidade do
fruto (CAMPELO, 2020). Porém, quando ocorrem danos aos frutos na fase pos-

colheita torna o fruto inadequado a venda e ao consumo.

2.2 Doencas que acometem a banana (Musa spp.)

Assim como toda cultura, a banana sofre ataques de fungos patogénicos
que podem comprometer o desenvolvimento das plantas em todas as suas fases
de desenvolvimento, como manchas foliares (sigatoka-amarela e sigatoka-
negra), murchas vasculares (mal-do-panama e moko-da-bananeira e as que
acometem na fase poés-colheita como o caso da antracnose e as podriddes
(SILVA, 2016; LORENZETTI, 2019; SILVA, 2019). Na bananicultura, assim como
em outras culturas a disseminacéo dos fungos é rapida e facilitada dentro e fora
da area de producéo, e estes danos podem afetar diretamente os consumidores
por meio dos estragos no fruto pds-colheita, como as podridées.
Complementando essa afirmacéo, doencas como a antracnose, que é causada
pelo fungo Colletotrichum spp., ocasiona grandes perdas, prejudica a qualidade

dos frutos, compromete o seu valor comercial (ARAUJO et al., 2018).

Em seu trabalho sobre o controle de antracnose, Araujo (2018) também
relatou os danos ocasionados pelo Colletotrichum spp. que causam lesdes
escurecidas nos frutos, tornando inadequados para a comercializacdo devido

sua aparéncia. Outra doenca expressivamente prejudicial aos frutos na pos-
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colheita é a podriddo-da-coroa causada pelo fungo Fusarium spp. Aguiar (2019)
afirma que a acdo desse fungo inicia na pés-colheita, comecando na regido da
coroa da banana, tornando o fruto escurecido, despencamento das bananas no
cacho. Logo apos a colheita da banana ela fica mais suscetivel a ataques de
fungos por esta exposta ao ambiente como € o caso do Fusarium spp. que
associado a umidade e injarias mecénicas, favorece a inoculagédo do patégeno,
ocasionando apodrecimento da penca (AGUIAR, 2019). Outra doenca de grande
impacto econdmico é o mal de Panama ocasionada pelo fungo Fusarium

oxysporum f.sp. cubense.

A incidéncia de doencas na cultura da banana é bastante evidente em
todas as fases de seu desenvolvimento, inclusive na pdés-colheita e ndo é
diferente com o fungo L. theobromae, pois ele causa danos irreparaveis, sendo
também o agente causador da podriddo da coroa na banana e em varias frutas
COomo a manga, goiaba, mamao e abacate a podridao pendicular (JUNQUEIRA,
2014). Estas doencas se apresentam na fruta logo apés a sua colheita
ocasionando estragos significativos visiveis, impossibilitando seu consumo. Para
minimizar a ocorréncia dessas doencas, sao adotadas praticas de manejo e
medidas de controle, como inspecéo rigorosa na colheita, tratamentos pos-
colheita, que nem todas as doencas sao visiveis imediatamente apos a colheita,
algumas podem se desenvolver e se manifestar ao longo do tempo. Portanto, é

essencial aplicar tratamentos que venham controlar essas doencas.

2.3 Extratos Vegetais

A utilizac&do de extratos vegetais apresenta grande eficiéncia no controle
de diversas doencas e suas vantagens incluem a baixa toxidade a salde e pouca
agressao ambiental. Diversos trabalhos vém sendo realizados com a utilizagéo
de extratos contra a incidéncia de fungos em plantas e frutos. Os extratos de
vegetais sdo geralmente considerados mais sustentaveis, pois tém menor
impacto no meio ambiente quando comparados a produtos quimicos agressivos.
Eles podem se degradar mais facilmente no ambiente e tém menor potencial de
contaminacgdo da agua, solo e ecossistemas. O uso de extratos vegetais para o

controle de doencas é uma pratica comumente utilizada desde os primérdios da
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humanidade. Corroborando com essa afirmativa Camera (2018) afirmou que
muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas buscando alternativas que diminua
0 uso de produtos quimicos contribuindo para uma agricultura que preserve os
recursos naturais. As alternativas viaveis no trabalho de Camera (2018) foram
extratos de alho, cebola, cravo-da-india e alecrim, o que obteve resultados de
inibicdo de até 100% do crescimento micelial do fungo F. graminearum.

Estudos com extratos de plantas como método alternativo vem tendo
avancos significativos na agricultura sustentavel. Inovados meios de controle de
doencas que atendam o contexto agroecoldgico tem impulsionado estudos na
area de controle de fitopatégenos que sejam eficientes (SCHWAN-ESTRADA et
al.,2017). A utilizacdo de extratos de vegetais como controle alternativo, torna-
se vantajoso, ja que € uma tecnologia simples e que pode ser fornecida aos
pequenos produtores rurais (DOMINGUES, 2020), proporcionando a estes um
produto sustentavel e de baixo custo, em comparacdo com produtos quimicos
sintéticos, muitos extratos vegetais tém baixa toxicidade para os seres humanos
e animais, tornando-os opg¢des mais seguras de controle de doencas. Em sua
pesquisa, Domingues (2020) utilizou extratos de aroeira, guaco, tuia e gergelim
e em seu trabalho ele pbde perceber que todos os extratos utilizados
apresentaram controle na acado do fungo Rhizoctonia sp., sendo o de maior

destaque na inibicdo do crescimento micelial o extrato proveniente da aroeira.

Em seus trabalhos Camera (2018) e Schwan-Estrada et al. (2017)
utilizaram 6leo essenciais e extrato bruto e os resultados foram favoraveis no
controle para inibicAo do crescimento micelial e a germinagdo de esporos.
Métodos alternativos utilizam plantas com o objetivo de conter doencas fungicas
e a germinacao de esporos causadores dessas doencas. Trabalhando com dGleo
essencial de canela Soardi et, al. (2018) percebeu que houve uma eficiéncia no
controle da podridao pés-colheita causada pelo fungo P. expansum em macas
‘Fuji’. Existe uma grande variedade de vegetais com ac¢des fungicas e que pode
ser utilizada de diversas maneiras na forma de extratos, 0leos essenciais e
inseticidas e repelentes, buscando minimizar os danos causados pelas doencas

fungicas.
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Em sua pesquisa Correia (2019) comprovou a eficiéncia dos 0leos a base
de hortela, capim-liméo e citronela com uma inibi¢cdo total do crescimento micelial
de Colletotrichum sp. em frutos de banana. Dessa forma, por meio de extratos
vegetais, € possivel a reducéo do uso de pesticidas quimicos que tém um efeito
danoso ao meio ambiente e principalmente aos agricultores. Diversos extratos
vegetais vem sendo utilizados, como exemplo a horteld, citronela, capim-liméao,
moringa, caléndula, alecrim, alho, gengibre dentre outros. Se tratando da
gengibre (Zingiber officinale ) Almeida et. al (2017) utilizaram e verificaram que
0 extrato demonstrou resultados significativos com redugcdo no crescimento
micelial do fungo Alternaria solani. Santos Neto et al., (2016), observaram uma
grande eficiéncia na inibicdo do crescimento micelial utilizando 6leo essencial do
capim-limdo (Cymbopogon citratus). JA para Lorenzetti (2019) o extrato de
alecrim (Rosmarinus officinalis), foi capaz de diminuir de forma significativa a
acdo da antracnose em frutos de banana na pés-colheita. Como também em seu
trabalho, Diaz Dellavalle et al. (2011) fazendo uso do extratos de alecrim (R.
officinalis) observou que houve uma inibicdo do crescimento micelial de
Alternaria spp. O alecrim (Rosmarinus officinalis) € uma planta pertencente a
familia Labiatae, apresenta-se como um arbusto, tem um aroma marcante, e
possui acdo analgésica, antifingica e antibacteriana (GENENA, 2005). Essas
plantas sdo amplamente disponiveis e podem ser cultivadas ou encontradas

facilmente em diversas regioes.

2.4 Biofilmes

Atualmente, em busca de técnicas que nao prejudigue o ambiente, o ramo
alimenticio, muitas embalagens e filmes naturais estdo sendo utilizados como
forma de protecdo ao alimento no momento da pdés-colheita até a mesa do
consumidor. Estas, por sua vez sdo biodegradaveis e essenciais para o
momento do transporte e distribuicdo, promovendo a preservacao do alimento,
impedindo que haja contaminacdo por agentes fisicos, quimicos e
microbiolégicos (COSTA, 2020). Assim a utilizagcdo de amido como matéria-
prima na formacédo de biofilmes tem alcancado larga escala na industria
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alimenticia, pois ele € encontrado em grande quantidade na natureza, é de baixo

custo e biodegradavel (Larotonda, 2002).

Visando conservar as caracteristicas adequadas nas frutas e aumentar o
tempo de vida util dos produtos frescos, utiliza-se recobrimentos na parte
superficial dos produtos. E dentre as técnicas, pode ser utilizada a que envolve
peliculas comestiveis nos frutos, que sdo denominados biofilmes (ADAMS &
KLEIN, 2018). Pois além de prolongar a vida de prateleira o biofilme preserva os
compostos bioativos presentes nos frutos (KOHATSU et al.,2017), foi verificado
também que a utilizacdo de apenas o biofilme pode manter as caracteristicas
fisico-quimicas do fruto da ciriguela. Porém Costa et al (2017) apresentaram uma
desvantagem na producéo do biofilme, pois 0 mesmo relata que polimeros de
amido sdo soluveis em agua, quebradicos e de dificil processamento e por esta
razao tem curto tempo de duragéo nos frutos. Em contrapartida os filmes que
tem como base esses materiais, podem ser degradados naturalmente,
apresentado menor impacto ambiental, baixo custo e podem ser consumidos

com o produto.

De forma geral os biofilmes naturais precisam ser produzidos com
matéria-prima que nao oferecam riscos a saude dos consumidores e que
venham preservar as qualidades fisico-quimicas destes alimentos. Os
revestimentos comestiveis, como biofilmes, tornam-se a cada dia uma opcao
viavel para a industria de alimentos, pois reduz as embalagens biodegradaveis
reduzindo custos, promovendo ganhos econdmicos e ambientais (MULLER,
2017). Assim, a utilizacdo de biofilme que ofereca um controle de doencas
causada por fungos e de baixo custo torna-se relevante para diminuicdo de
perdas poés-colheita. Os biofilmes agem como uma barreira de protecao
biolégica, sendo possivel a conservagdo do fruto. Tais peliculas podem ser
produzidas a partir de materiais comestiveis como amido, gelatina, pectina,
dentre outros. Em especial o biofime a base de fécula de mandioca,
considerando atualmente como comestiveis tornou-se um aliado na diminuicao
das percas poés-colheita, tornando o processo de baixo custo e viavel para os
produtores (FRIEDRICH, 2017).
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A composicéao fisica dos biofilmes apresenta-se pegajosos, confere ao
fruto um aspecto brilhoso por ser transparente, com isso o fruto além de
protegido, ganha maior termos de vida util e demonstra um aspecto visual

atrativo que pode ser ingerido juntamente com o fruto (KASNOWSKI et al.2010).

Testando biofilme de fécula de mandioca com polpa de acerola, Jacobs
(2020) comprovou que 0 mesmo promoveu uma excelente protecdo em peras,
reduzindo sua perda de massa. Dessa maneira foi verificado que nos trabalhos
estudados, a utilizacado de biofilme consorciado ou ndo ha algum extrato oferece
ao fruto conservacdo e manutencdo de suas caracteristicas, como também

protecdo contra danos causados por fungos poés- colheita.

Dessa forma, alguns biofiimes deixam evidente a aplicacdo dessa
tecnologia sustentavel que pode ser um grande aliado na conservacdo de
alimentos e no controle de doencas pés-colheita. Observa-se que ndo ha uma
padronizacdo na composicdo dos biofilmes, sendo estes com formulacdes
diferenciadas e/ou consociadas com diversos extratos de vegetais tornando-o0s

mais potencializados em seus resultados.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os testes in vitro foram realizados no Laboratorio de Microbiologia e no
Laborato6rio de Quimica do Instituto Federal de Educacéo Ciéncias e Tecnologia
Baiano, do campus de Senhor do Bonfim. O trabalho foi desenvolvido em 2
etapas: testes laboratoriais (in vitro e in vivo). Na primeira etapa teste in vitro,
utilizando extratos de vegetais e fécula de mandioca no preparo de meio de
cultura para avaliar o crescimento micelial de fungo Lasiodiplodia theobromae,
causado da podriddo da coroa. Na segunda etapa dos estudos foi realizado o
teste in vivo com banana da variedade “prata”, com o preparo dos biofilmes com
extratos de vegetais para a aplicacdo nos frutos de banana, em seguida foram

realizados testes fisico-quimicos e avalia¢éo visual da qualidade do fruto.

3.1 PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

Foram pesados 15g da matéria fresca de cada material vegetal e levados
para estufa para secagem na temperatura de +38°C por 12h. Apds esse periodo
0 material seco foi macerado, tornando-se pé. Foram adicionados 15¢g do extrato
em p6 eml litro de dgua destilada e em seguida foram levados ao agitador. Apés
a mistura do extrato em pé com agua destilada foram acrescidos 30g de fécula
de mandioca e 17g de agar. Os meios de cultura acrescidos dos extratos (para
possibilitar solidificacdo dos biofilmes). Para o tratamento com meio de cultura
BDA, foi adicionado 18g em 1 litro de 4gua. Estas solu¢des foram colocadas em

Becker, autoclavadas e depositadas em placas de Petri.

Figura 1. Elaboracdo dos meios de cultura (biofilmes) (A) e (B)
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Dessa forma, para o isolamento do fungo Lasiodiplodia theobromae foram
retirados fragmentos do fruto da banana e estes foram depositados em placas
de Petri contendo meio de cultura convencional, e incubadas por 7 dias a
temperatura ambiente para assim obter amostra pura do fungo Lasiodiplodia

theobromae a partir do fruto.

3.2 OBTENCAO DA CULTURA PURA DO FUNGO Lasiodiplodia theobromae

Para obtencé&o da cultura pura do fungo Lasiodiplodia theobromae, estas
foram retirados fragmentos de frutos da banana com sintomas de doenga,
realizada desinfestacdo superficial foi realizada a repicagem onde foram
depositadas em placas Petri contendo o meio de cultura BDA, em seguida
incubadas por 7 dias e armazenadas em BOD a uma temperatura ambiente de
+ 25° C, para avaliacdo do crescimento micelial do fungo. Constatando-se a

cultura pura do fungo.

3.3 INSTALACAO DO BIOENSAIO

O bioensaio foi conduzido em um delineamento experimental inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 10 repeticdes cada, totalizando 40 unidades
experimentais. Os tratamentos foram: T1- Testemunha (BDA), T2- Fécula de
mandioca + agar + extrato de alecrim, T3- Fécula de mandioca + agar + extrato

de canela, T4- Fécula de mandioca + agar + extrato de hortela.

Discos da cultura pura do fungo Lasiodiplodia theobromae, foram
depositados em placas Petri contendo os meio de cultura de cada tratamento,
em seguida, as placas foram armazenadas em temperatura ambiente de + 25°

C, para avaliacao diaria do crescimento micelial do fungo.

3.4 AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO Lasiodiplodia
theobromae

Foram realizadas medi¢des a cada 24h do didmetro da col6nia do fungo

com auxilio de paquimetro, seguindo dois sentidos opostos, sendo definida uma
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média para cada repeticdo. A avaliacdo do crescimento micelial foi concluida
guando o crescimento da colbnia no tratamento testemunha (sem adi¢cdo dos
extratos vegetais) cobriu o diametro da placa completamente. A velocidade
média de crescimento micelial do fungo foi verificada através da férmula
adaptada de Lilly & Barnett (1951).

vm=ct2—-ctlT

Onde: Vm = velocidade média de crescimento;
Ct1= crescimento no primeiro intervalo de tempo;
Ct2 = crescimento no segundo intervalo de tempo;
T = intervalo de tempo considerado.
Os dados obtidos foram submetidos a ANAVA, e as médias dos
tratamentos foram comparadas utilizando o teste de Tukey a 5% de

probabilidade utilizando o programa estatistico Sisvar.

T3 T4

Figura 2- Fragmentos dos isolados depositados em placas petri com seus respectivos tratamentos.
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3.5 ANALISE DAS CARACTERISTICAS CULTURAIS DOS ISOLADOS DE
Lasiodiplodia theobromae

A avaliacdo das caracteristicas culturais (coloracao das hifas) ocorreu aos
7 dias ap0s cultivo em meio de cultura. Foi verificada o aspecto visual, assim
realizando comparagdes entre colonias levando em consideragao a coloragéo
predominante (LIMA, 2013). As cores foram determinadas da seguinte maneira:
Branco acinzentado (BCZ), Cinza claro (CZC), Cinza escuro (CZE) e preto (PR)
(LIMA et al., 2013).

3.6 PREPARO DOS BIOFILMES E O TESTE in vivo

Para a formulacdo dos biofilmes foi utilizado o método “Casting” com
modificagdes. Os frutos utilizados para realizagdo do experimento foram
adquiridos de um produtor da regido na comunidade denominada “Grota”, que
comercializa banana prata na feira livre do municipio. Os tratamentos foram
constituidos por: T1- testemunha, T2- Fécula de mandioca + extrato de alecrim,
T3- Fécula de mandioca + extrato de canela, T4- Fécula de mandioca + extrato
de horteld. Para o preparo dos biofilmes, foi utilizada da fécula de mandioca,
pesada na proporgéo de 30 g, 15g dos extratos vegetais (para cada tratamento)
(pd) diluidos em 1 litro de agua destilada. As solucbes foram aquecidas em
banho-maria em temperatura maxima de 70 °C por 20 minutos sob agitacdo

constante (figura 4 e 5).

Figura 4 e 5- Preparo dos biofilmes.
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Em seguida, as solu¢bes foram autoclavadas a 120° C, para eliminacéo
de possiveis contaminantes durante seu processo de preparo e deixadas em
repouso até atingirem temperatura de 35-°C. Ap6s higienizacéo, os frutos foram
imersos nas solugdes filmogénicas durante 1 minuto (Figura 6 e 7), e em seguida,
dispostos em bandejas laminada a temperatura ambiente para secagem. As
analises foram realizadas a cada 48h, por 12 dias. Ao final dos 12dias foram
realizados os testes fisico-quimicos do fruto como pH, acidez titulavel (AT),
sélidos solaveis (SS), avaliado aspecto visual, relagcdo da acidez titulavel
(AT)/solidos soluveis (SS). Os resultados observados para cada variavel foram
submetidos a analise estatisticas utilizando o programa SISVAR pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 6 e 7- Imersao do fruto na solucao filmogénica / Exposicadoao ambiente em bandejas laminadas.

3.7 DETERMINACAO DO pH

Para a determinacdo do pH foram preparadas amostras, contendo 5g de
polpa de frutos da repeticdo para 50 mL de agua destilada. Foi feita uma mistura
homogénea de cada repeticio e em seguida avaliado pH da suspenséo
utilizando phmetro de bancada, da marca Mettler Toledo (Figura 8).
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Figura 8- Determinacéo do pH.

3.7 SOLIDOS SOLUVEIS TITULAVEL (SS)

Para a determinacao dos solidos soluveis (SS), foram retirados 1g de cada
repeticdo, esta amostra foi depositada no refratdmetro (°BRIX) digital Tecnal
Reichert ar200 (Figura 9). De cada repeticdo o resultado foram expressos em
grau brix, segundo a escala de Adolf F. Brix (1798 - 1870). Os dados obtidos

foram submetidos a testes estatisticos.

Figura 8- Determinacéo do Sélidos Solaveis.

3.8 ACIDEZ TITULAVEL (AT)

Para a determinacdo da acidez titulavel (AT) foram utilizadas 1g de cada
repeticdo diluidas em 50 mL de agua destilavel em erlenmeyer, foram acrescidas

a estas amostras a solu¢cdo de NaOH 0,1N e indicador fenolftaleina, de acordo
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como Instituto Adolfo Lutz (1985) no titulador (Figura 9). Os resultados foram
expressos em porcentagem de &cido citrico. Para o calculo utilizou-se a equacao
a seqguir:
v*f*x10
p
Onde:

V =n° de mL da solucéo de hidréxido de sodio gasto na titulagéo;
f = fator de correcéo da solucéo de hidroxido de sodio;

P = massa da amostra em g ou volume pipetado em mL;

Figura 9- Determinacéo da Acidez titulavel.

3.9 RELACAO SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS E ACIDEZ TOTAL TITULAVEL
(SS)/( AT)

Para determinar a relacdo entre o teor de sdlidos soltveis (SS) e acidez
titulavel (AT) foi realizado uma operacéo entre dos resultados obtidos de teor de
sélidos soluveis e de acidez titulavel. Aplicou-se o teste de Tukey a 5% de
probabilidade, para compara¢gdo das médias. O célculo para obtencdo dessa

relacdo é expresso por meio da formula matematica:

_Ss
AT

Onde:
R- Ratio (valor encontrado na divisdo de SS/AT
SS- Valor de solidos soluveis

AT- Valor da acidez total titulavel
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Essa razdo fornece uma medida da relacdo do conteddo de acgucares
soluveis em relagdo a acidez presente na fruta. Valores mais altos indicam uma
proporcdo maior de agUcares solUveis em relacdo a acidez, o que é comumente

associado a um sabor mais doce na fruta.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1BIOFILMES E O CRESCIMENTO MICELIAL EM TESTE IN VITRO

Verificou-se reducdo do crescimento micelial do fungo L. theobromae
cultivado no meio de cultura contendo extrato de canela representando X% em
relacdo ao tratamento testemunha (sem extrato no meio) (Tabela 1). Algumas
literaturas afirmam que os meios de cultura acrescidos com extratos de espécies
de vegetais inibiu o crescimento de diversos fungos patdgenos. Estudo realizado
por Soardi et, al. (2018) que Oleo essencial de canela inibiu o crescimento
micelial de L.theobromae corroborando com resultados observados neste
estudo. A acao inibitéria do extrato de canela pode ser avaliada no trabalho
realizado por Cabral et al. (2023) sobre o fungo Phytophthora palmivora,
presente no fruto do maméo. A acdo do extrato de canela na inibicdo do
crescimento micelial de fungos pode ser atribuida a presenca do principio ativo
eugenol. No trabalho conduzido por Venturoso et al. (2011) também foram
observados resultados semelhantes com extratos de canela, com inibicdo
significativa no crescimento de fungos patégenos como L. theobromae. A canela
tem sido estudada por suas propriedades antifUngicas devido a presenca de
compostos bioativos, que demonstram atividade contra diversos fungos
patogénicos.

Tabela 1. Crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae em diferentes
meios de cultura

Velocidade média do crescimento micelial

Meio de cultura

Tratamento

01 — Testemunha (BDA) 0.66 b
02- Fécula +Alecrim 091b
03 - Fécula+ Canela 0,16 a
04- Fécula+ Hortela 1,27 ¢c
CVv=18,18 %

Médias seguidas de mesma letra ndo difere estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

Com relagéo ao crescimento micelial do fungo cultivados em meio de

cultura acrescido dos extratos de alecrim e horteld, nao foi observado diferenca
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significativa em comparacao ao tratamento testemunha (sem extratos no meio).
Alguns estudos demonstraram efeito inibitério do extrato de horteld no
crescimento micelial de fungos fitopatogénicos, o que subsidiou a escolha de
extratos desta planta no presente trabalho. Venturoso et al. (2011) constataram
efeito inibitério moderado do extrato de horteld no crescimento micelial do fungo
Aspergillus sp, Contudo, avaliando o éleo essencial de horteld, Correia (2019)
verificou inibicdo total do crescimento micelial do fungo Colletotrichum spp.
Estudos futuros avaliando extratos de horteld (diferentes doses acrescidas ao
meio de cultura, diferentes meios de cultura etc) podem fornecer informacdes de
grande relevancia sobre as propriedades antifungicas extratos de vegetais e sua
capacidade de controle de doencas em frutas provenientes de fungos

patdgenos.

Experimento realizado por Lorenzetti (2019), o autor observou que o
extrato de alecrim promoveu reducdo do crescimento micelial do fungo
Lasiodiplodia theobromae. Lima (2010) verificou inibicdo do crescimento de L.
thebromae em teste realizados in vitro utilizando o extrato de alecrim em relacéo
aos demais extratos estudados como o da canela e hortela. Fontes de energia
provenientes dos meios de cultura desempenham um papel fundamental no
crescimento micelial de organismos como fungos. Diferentes fontes de carbono,
como acgucares, amidos e outros compostos organicos, podem ser usadas pelos

fungos como fonte de energia para o seu crescimento.

4.2 INFLUENCIA DOS MEIOS DE CULTURA SOBRE A COLORAC;AO DOS
ISOLADOS DE L. theobromae

As caracteristicas morfolégicas das coldonias do fungo, apresentaram
variagcbes entre os diferentes tratamentos. Observa-se na Figura 7, diferencas
na coloracao do micélio entre os diferentes meios de cultura de acordo com o
extrato testado variando de branco acinzentado a cinza escuro. A composi¢ao do
meio de cultura e fatores ambientais podem influenciar no crescimento fungico e
caracteristicas morfologicas das col6nias (Venturoso, 2011). De formageral as
coldnias dos isolados apresentaram bom desempenho no crescimento micelial,

com excecao do tratamento 3 (Fécula de mandioca + agar + extrato de
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canela), no qual houve uma inibicdo deste crescimento, consequentemente nao

apresentou coloragao.

B

Figura 10: Coloracéo do isolado de L. theobromae em diferentes meios de cultura

Os demais iniciaram com coloracdo branca no periodo de 24h, emseguida
apresentando coloragdes variadas, como branco acinzentado, cinza claro, cinza

escuro conforme tabela 2.

Para o meio de cultura do tratamento 2 (fécula de mandioca + alecrim) a
coloracdo predominante foi o BCZ (branco acinzentado). No que concerne ao
meio de cultura do tratamento 4 (fécula + hortel&) houve variagbes em todos os
isolados, apresentando como cor predominante a CZE (cinza escuro), esses
dados corroboram com Lima (2011) que ao fazer teste com isolados de frutiferas
tropicais em diferentes meios de cultura obteve essa coloragdo predominante. O
meio de cultura do tratamento 1 (testemunha) apresentaram isolados com
coloracédo CZC (cinza claro), assim como Pereira et al (2006), encontrou em seu

trabalho com isolados de L. theobromae.

Diante disso esses resultados mostram que ndo ha caracteristicas
diferentes e patogénica para o fungo L. theobromae, ocorrendo variages
morfolégicas entre isolados provenientes do mesmo hospedeiro a depender da

adequacao ao meio de cultura.
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Tabela 2. Caracteristicas dos 21 isolados de Lasiodiplodia theobromae em relacédo a
coloracao da colbnia.

REPETlCOES T1 T2 T3 T4
A o e o e
PE
£b1 ~GZC -BtZ ~CZT ~ctt
()4 [OY4 8 BCZ (G4 &8 CZE
v4 CzC BCZ (G4 & CZE
vo BCZ BCZ (G4 8 (04
nNnv DY e DY — ~ye~ ~YE—
(O]e] BCZ BCZ CczZC CczZC
s i g A g S 58 g 45

*BR (Branco acinzentado); CZC (cinza claro); CZE (cinza escuro); PR (preto)

4.3 DETERMINACAO DO pH

O pH da banana “Prata” madura geralmente varia entre 4,5 e 5,5. No
entanto, estes valores podem variar ligeiramente dependendo do estagio de
amadurecimento da fruta e das condi¢cbes de cultivo. O pH dos frutos néo
apresentou diferencas significativas, apés 12 dias de experimento, onde o0s
valores observados, variaram entre 3,93 (frutos com biofilme de alecrim) e 4,41
(frutos com biofilme de canela). Almeida (2017) trabalhando com biofilmes, dois
biofilmes um a base de fécula de mandioca e um a base amido de milho e sem

adicdo de extratos de vegetais em banana da variedade “Magad” encontrou
valores de pH >5,0. A medida que o fruto amadurece, ocorre declinio do pH,
devido ao acumulo de acucares e acidos organicos (Nascimento et al. 2008). Na
banana, o acido malico é um dos principais acidos organicos presente nos frutos
e responsavel pela produgédo do agucar e diminuicdo do pH (Nascimento et al.

2008).

Durante o processo de amadurecimento, os agucares soluveis, como a
sacarose, sdo convertidos em &cidos organicos, incluindo o 4cido malico. Esse
acumulo de acido malico possivelmente, contribui para a diminuicdo do pH da

banana madura.
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Tabela 3. Valores médios de pH do frutos apds 12 dias de aplicacéo
do biofilme contendo extratos vegetais.

Tratamento Médias

T1 — Testemunha 4.278000 ab
T2- Fécula +Alecrim 3.937000 a
T3 - Fécula+ Canela 4.413000 b
T4- Fécula+ Hortela 3.976000 ab
CV=9.23 %

Médias seguidas de mesma letra ndo difere estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

Nos tratamentos T2 e T4, o pH apresentou valores <4,0, essa reduc¢éo do
pH pode estar associada ao periodo de 12 dias do experimento que possibilitou
um grau elevado de amadurecimento dos frutos, pois ocasiona alta concentracao
de acucar (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2008). Matsura et al. (2001) afirmam
que quando h& um grande teor de aclUcar com os &cidos organicos
consequentemente ocorre 0 aumento do acido malico, causando diminui¢do do

pH, o que corrobora com os resultados dos tratamentos.

4.4 SOLIDOS SOLUVEIS TITULAVEL (SS)

N&o houve diferencga significativa entre no teor de soélidos soluveis dos
frutos com a aplicacdo dos biofilmes contendo os extratos vegetais (Tabela 4).
Contudo, estes resultados estéo dentro da faixa adequada de variacao que é de
25 °Brix. As concentracdes de sélidos sollveis totais aumentam a medida que o
fruto atinge maturagdo em virtude da degradacdo do amido. A medida que o fruto
amadurece, as enzimas amilases comegcam a “quebrar’ moléculas de amido,
transformando-as em agucares soluveis, como glicose e frutose. Esses acucares
sdo mais soluveis em agua e contribuem para o aumento do teor de soélidos

solliveis totais na fruta.
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Tabela 4. Teor de Sélidos Soluveis °Brix do frutos apés 12 dias de
aplicacdo do biofilme contendo extratos vegetais

Tratamento Médias
T1 — Testemunha 215a
T2- Fécula +Alecrim 205a
T3 - Fécula+ Canela 190a
T4- Fécula+ Hortela 19.4 a
CV=12,05%

Médias seguidas de mesma letra ndo difere estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

A determinacéo do teor de solidos soluveis € um parametro importante na
avaliacdo da qualidade e maturacao da fruta, pois esta diretamente relacionado
ao sabor e ao grau de dogura. Valores dentro da faixa adequada indicam que as
frutas estdo em um estagio adequado de amadurecimento e podem ser
consideradas apropriadas para consumo (FREITAS, 2019). Isso indica que as
amostras analisadas apresentaram uma quantidade semelhante de acuUcares

soluveis e estdo em um estagio de maturagéo apropriado.

4.5 ACIDEZ TOTAL

A acidez dos frutos de banana variou durante o processo de
amadurecimento da fruta. Inicialmente, quando a banana esta verde, apresenta
acidez elevada devido a presenca de acidos organicos, como o acido malico.
Conforme o fruto amadurece, esses acidos vao sendo convertidos em acucares,
resultando em diminuic&o da acidez. De acordo com os resultados (Tabela 5) os
frutos com biofilme de alecrim n&o diferiram significativamente dos frutos
tratados com biofilme de horteld com relacdo a acidez titulavel. Ambos os
tratamentos foram superiores ao tratamento testemunha, onde os frutos

apresentam acidez titulavel de 0,8.
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De acordo com Assis e Brito (2014), biofiilmes e revestimentos
comestiveis possuem a capacidade de retardar o amadurecimento podendo esta
ligado diretamente a manutencdo da acidez elevada no tratamento 2, 3 e 4,

conforme € apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Acidez Titulavel (AT) do frutos ap6s 12 dias de aplicagcéo
do biofilme contendo extratos vegetais

Tratamento Médias
T1- Testemunha 0.8a
T2- Fécula +Alecrim 29c
T3- Fécula+ Canela 1.3 ab
T4- Fécula+ Hortela 2.2 bc
CV=4550 %

Médias seguidas de mesma letra nao difere estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

Os tratamentos 2 e 4, apresentaram elevado teor de acidez titulavel,
possivelmente devido a alta concentracao de acido citrico como afirma Pigozzi
et al. (2020).

4.6 RELACAO SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS E ACIDEZ TOTAL TITULAVEL
(SS)/( AT)

A relacdo SS/AT (solidos sollveis totais/acidez titulavel) € uma medida
utilizada para avaliar o equilibrio entre acucares e acidez em frutas. Essa relacao
€ calculada dividindo o teor de soélidos soluveis totais (SS) pelo valor da acidez
titulavel (AT) da fruta. A relacdo SS/AT fornece uma indicacao da propor¢éo de
acucares soluveis em relacéo a acidez presente na fruta. Valores mais altos da
relacédo geralmente indicam uma fruta mais doce em comparacéo com os valores

mais baixos.
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Tabela 6. Relacdo Solidos soliveis (SS) e Acidez Titulavel (AT)

Tratamento Médias
T1- Testemunha 26,8 a
T2- Fécula +Alecrim 7,02b
T3- Fécula+ Canela 146 a
T4- Fécula+ Hortela 88 b

Médias seguidas de mesma letra ndo difere estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

Em relacdo aos valores obtidos da relacdo de (SS/AT) observa-se os
resultados dos tratamento 1 e 3 se aproximaram dos valores relatados por
Pimentel et al. (2010) para banana Prata And em estado avangado de
maturacdo, no qual a media foi mais elevada ( TABELA 6). Entretanto nos
tratamentos 2 e 4 tiveram resultados aproximados, isso se da pelo fator dos
solidos soluveis destes tratamentos estarem com valores abaixo dos demais
tratamentos 1 e 3. As amostras de banana analisadas ja apresentavam uma alta
concentracdo de solidos sollveis totais desde o inicio, sugerindo entdo que o
teor de sdlidos solluveis (expresso em graus Brix) foi o principal responsavel
pelos valores elevados da relacdo SS/AT no T1 e T3. Diferentemente do T2 e T4
gue seu °brix estava abaixo, porém sua acidez titulavel estava elevada,

conferindo entéo valores menores na relagdo SS/AT.
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5. CONCLUSAO

Constatou-se que formulados a base de fécula de mandioca com extratos
de vegetais podem ser utilizados na elaboracéo de biofilmes sustentaveis que
nao agridem o meio ambiente e promovem ac¢ao eficaz no controle de fungos.
Que por meio destes vegetais pode-se produzir meios de cultura que proporcione
controle de fungos que acometem frutos pés-colheita. A adicdo de extratos de
vegetais aos biofilmes pode trazer beneficios adicionais, como propriedades
antimicrobianas. De acordo com a afirmacgao, esses biofilmes com extratos de
vegetais tém demonstrado acdo eficaz no controle de fungos. Isso € importante
no contexto de frutos pos-colheita, onde os fungos podem causar deterioracéo e

perdas significativas.

A utilizacdo de formulados a base de fécula de mandioca com extratos de
vegetais na producdo de biofilmes sustentaveis e meios de cultura é uma
estratégia promissora para o controle de fungos que afetam frutos pés-colheita.

No entanto, € necessario continuar a pesquisa nessa area para entender

completamente os beneficios e as limitacdes dessa abordagem.
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