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RESUMO

A uva lIsabel (Vitis labrusca L.), é um fruto ndo climatérico, com baixa atividade fisiologica,
muito sensivel & desidratacdo e infecgdo flngica durante o manuseio no processamento pos-
colheita. A dificuldade no tratamento e controle de infec¢bes flangicas e o crescente
reconhecimento de seu impacto na producdo de frutos tem estimulado a pesquisa de métodos
alternativos capazes de controlar o desenvolvimento de fitopatdgenos e, consequentemente, a
reducdo das perdas pés-colheita. A utilizacdo de 6leos essenciais para aplicacdo em alimentos
tem se mostrado uma forma promissora como método de conservacdo devido as suas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes. O presente estudo avaliou a eficidcia da
aplicacdo dos 6leos essenciais de Origanum vulgare L. (OEOV) e Rosmarinus officinalis L.
(OERO) isoladamente e em combinagdo como inibidores de crescimento dos fungos
patogenos pos-colheita Rizhopus stolonifer URM 3728, Aspergillus flavus URM 4540 e
Aspergillus niger URM 5842 em meio laboratorial e em uvas Isabel (Vitis labrusca L.) e sua
influéncia sobre a microbiota autoctone, caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e sensoriais
dos frutos durante o armazenamento em temperatura ambiente (25 °C por 12 dias) e
refrigerada (12 °C por 24 dias). O OEOV e 0 OERO revelaram valores de CIM de 0,25 e 1
pML/mL, respectivamente, frente a todos os fungos testados. A aplicacdo dos 6leos essenciais
em diferentes concentracdes (CIM OERO 1 pL/mL; CIM OEOV 0,25 pL/mL; '/, CIM
OEOV 0,125 pL/mL + */, CIM OERO 0,5 puL/mL; */4 CIM OEOV 0,06 uL/mL + /4 CIM
OERO 0,25 pL/mL) inibiu o crescimento micelial (95,18 — 99,46%) e germinacao de esporos
(> 75%) dos fungos utilizados nos testes, aléem de inibir o crescimento de estirpes dos fungos
testados em uvas artificialmente infectadas, bem como a micoflora autoctone de uvas
armazenadas em temperatura ambiente e a baixa temperatura. Em geral, a aplicacdo do
revestimento composto por OEOV e OERO em concentracdes sub-letais preservou a
qualidade das uvas, considerando seus atributos fisicos (cor, firmeza, perda de massa), fisico-
quimicos (acidez titulavel, solidos sollveis e relagdo acidez titulaveis/sélidos soluveis) e
sensoriais ao longo dos tempos de armazenamento avaliados. Os resultados obtidos no estudo
demonstraram o potencial de OEOV e OERO para o controle de fungos patogénicos pos-

colheita de frutos, em particular, de R. stolonifer, A. flavus e A. niger em uvas de mesa.

Palavras-chave: orégano, alecrim, 6leos essenciais, sinergismo, uvas, alteracdes pés-colheita.



ABSTRACT

The Isabella grape (Vitis labrusca L.), whose clusters have berries ripening fast and very
crowded, it is a non-climacteric fruit with low physiological activity, very sensitive to
dehydration and fungal infection during handling in post-harvest processing. The difficulty in
the treatment and control of fungal infections and increasing recognition of their impact on
fruit production has encouraged the search for alternative methods capable of controlling the
growth of pathogens and thereby reducing post-harvest losses. The use of essential oils for use
in foods has been shown as a promising method of preservation due to its antimicrobial
properties and antioxidants. The present study evaluated the efficacy of the application of the
essential oils of O. vulgare L. (OVEO) and R. officinalis L. (ROEQO) alone and in
combinations to inhibit R. stolonifer URM 3728, A. flavus URM 4540 and A. niger URM
5842 on laboratory media and on grapes (Vitis labrusca L.) and its influence on the
autochthonous mycoflora, physical, physicochemical and sensory characteristics of the fruits
during storage at room temperature (25 ° C for 12 days) and chilled (12 ° C for 24 days). The
OVEO and ROEO revealed MIC values of 0.25 and 1 pL / ml, respectively, against all fungi
tested. The application of essential oils in different concentrations (MIC ROEO 1 pL / ml,
MIC OVEO 0.25 pL / mL, ¥2 MIC OVEO 0.125 L / yL + %2 MIC ROEO 0.5 pL / mL, %
CIM OVEO 0.06 pL / mL + ¥% MIC ROEO 0.25 pL / mL) inhibited the mycelial growth
(95.18 to 99.46%) and spore germination (> 75%) of the assayed fungi strains in artificially
infected grapes as well as the autochthonous mycoflora of grapes stored at both room and cold
temperature. In general, the application of a coating composed of OVEO and or ROEO at sub-
inhibitory amounts preserved the quality of grapes, which were measured by their physical
attributes (color, firmness, weight loss), physico-chemical (acidity, soluble solids and relative
acidity / soluble solids) and sensory over time storage evaluated. These results demonstrate
the potential of the OVEO and ROEO to control post-harvest pathogenic fungi in fruits, in

particular, R. stolonifer, A. flavus and A. niger in table grapes.

Keywords: oregano, rosemary, essential oils, synergism, grapes, post-harvest decay.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de frutas no mundo. Nos
altimos dez anos, a producdo de frutas teve um crescimento em torno de 110%, com um
consumo per capita de 54kg/ano. (MIRANDA et al., 2012). A fruticultura é uma atividade
dindmica e de forte potencial de crescimento, podendo ser um dos grandes vetores da reversao
do quadro de dificuldades econdmicas encontrado no Nordeste brasileiro (OLIVEIRA,
FARIAS FILHO, 2012). Dentro desse cenario destaca-se a viticultura, que na Regido
Nordeste, em razdo das altas temperaturas na maior parte do ano, apresenta condigdes
diferenciadas para a produgdo de uvas de mesa (PEREIRA; GAMEIRO, 2008; RIBEIRO et
al., 2012).

A uva de mesa ‘Isabel’, uma das principais da variedade Vitis labrusca L., possui
cachos com bagas bastante aglomeradas e de rapido amadurecimento. Essa variedade de uva
de mesa é a mais produzida no Vale do Siriji, Estado da Paraiba, cujas principais causas de
perdas reportadas pelos produtores estdo relacionadas a excessiva degrana, escurecimento do
engaco, incidéncia de podriddes, perda de massa e amolecimento das bagas, aléem de
problemas relacionados as embalagens, ao manuseio e ao transporte (SILVA et al., 2012).

O predominio da uva Isabel nas regifes tradicionais, assim como sua expansdo em
novos polos, decorre de sua facilidade de adaptacéo as diferentes condicdes ambientais e a
qualidade da uva, originando produtos com tipicidade e boa aceitacdo no mercado. Essa
variedade ¢ utilizada para diversos fins, a citar o consumo na forma in natura como uva de
mesa, para elaboracdo de vinhos, vinagres, sucos, doces e geleias (CAMARGO, 2004).

Embora esteja em momento destacavel de expansdo, alguns segmentos da cadeia
produtiva da agricultura brasileira ainda sdo muito frageis e pouco estudados, como € o caso
das patologias e perdas pds-colheita de frutas. Os patdgenos, principalmente, 0s quiescentes
em poés-colheita, tém causado destacaveis transtornos aos atacadistas, varejistas e
principalmente aos importadores de frutos, vindo a causar perdas consideraveis e impacto na
suficiéncia da atividade (SENHOR et al., 2009).

Apesar da utilizacdo de fungicidas se constituir em importante estratégia de controle
de fungos patégenos pds-colheita, 0 modo comumente empregado para 0 seu uso tem se dado
através da aplicacdo de produtos sintéticos (ROJAS-GRAU; SOLIVA-FORTUNY;
NIARTIN-BELLOSO, 2008), alguns dos quais tém sido retirados do mercado devido a
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possiveis riscos de toxicidade aos consumidores (CALVO et al., 2007). O aumento do
interesse publico e das autoridades de salde a respeito da presenca de residuos de fungicidas
sintéticos em produtos agricolas, bem como o possivel risco concernente ao acimulo dessas
substancias no ambiente, tém estimulado a pesquisa de métodos alternativos para o controle
de doencas e, consequentemente, das perdas pés-colheita em frutos (SILVEIRA et al., 2005;
SANTOS et al., 2012).

Nesse contexto, a utilizacdo de substéncias naturais com caracteristicas bioativas
para aplicagdo como antimicrobianos em alimentos tem se mostrado uma forma promissora
como método de conservacgdo. Especial interesse da industria de alimentos tem sido dado ao
potencial da acdo de aplicacdo de Gleos essenciais de plantas, devido as suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes (RASOOLI; REZAEI; ALLAMEH, 2006; SOUZA et al.,
2009; SOUSA et al., 2012). A mistura de concentracOes de diferentes ¢leos essenciais pode se
caracterizar em uma maneira de fornecer o equilibrio entre a eficacia antimicrobiana dos
produtos utilizados, e a aceitabilidade sensorial dos alimentos aos quais foram aplicados
(AZEREDO et al, 2011). A dificuldade de seu tratamento/controle e o crescente
reconhecimento do impacto das infec¢bes fungicas na producdo de frutos tem estimulado
alguns pesquisadores a avaliar o potencial antifungico de aplicacdo combinada de Oleos
essenciais como agentes inibidores do crescimento e sobrevivéncia de fungos patdgenos pos-
colheita in vitro e em matrizes vegetais (NGUEFACK et al., 2009; CAMELE et al, 2010;
CORREA-ROYERO et al., 2010; SHUKLA et al., 2012)

Considerando tais aspectos, o presente estudo avaliou a eficacia da aplicacdo dos
Oleos essenciais de Origanum vulgare L. (orégano) e Rosmarinus officinalis L. (alecrim)
isoladamente e em combinacdo em concentracdes subletais na inibi¢cdo do crescimento das
cepas dos fungos patogenos pos-colheita Rizhopus stolonifer URM 3728, Aspergillus flavus
URM 4540 e Aspergillus niger URM 5842 em meio laboratorial e em uvas de mesa (V.
labrusca L.) e sua influéncia sobre a micoflora autoctone, caracteristicas fisicas, fisico-
quimicas e sensoriais dos frutos durante 0 armazenamento a temperatura ambiente (25 °C por
12 dias) e refrigerada (12 °C por 24 dias).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUALIDADE POS-COLHEITA DE UVAS

A uva de mesa ‘Isabel’ é uma das principais cultivares de Vitis labrusca L., espécie
originaria do Sul dos Estados Unidos e de onde foi difundida para outras regides. A partir da
introducédo do cultivo da videira no Brasil, muitas regides brasileiras em diferentes Estados
chegaram a experimentar e a desenvolver o cultivo da uva e a producdo de vinhos (GUERRA
et. al., 2009; MELLO, 2009).

O sistema agroindustrial da uva apresenta significativa importancia econbmica
atualmente, em decorréncia dos inimeros empregos nos setores de insumos para atividade,
producdo, processamento, distribuicdo e servicos de apoio. Em 2007 a area mundial destinada
ao plantio de uvas representou 7.272.583 hectares, havendo um total produzido de 67,22
milhdes de toneladas de frutos (MELLO, 2009). Em se tratando de Brasil, em 2007, o pais
ocupava a 19° posicdo mundial em producdo de uvas, referente a produgdo mundial. No que
diz respeito as transagdes internacionais, o Brasil foi 0 11° colocado em quantidade de uvas
exportadas e o 7° em valor das exportacdes de uvas. As exportacdes brasileiras do setor
vitivinicola apresentaram, em 2010, 148,33 milhdes de dolares, 11,95% superiores ao ano de
2009. E em relacdo as importacdes, no mesmo periodo estas cresceram 32,91% em
quantidade e, 66,27% em valor (MELLO, 2010).

De acordo com os dados estatisticos disponiveis no portal do IBGE, em 2011, houve
aumento de 12,97% na producdo de uvas no Brasil, sendo a regido Sul a maior produtora do
pais contribuindo com 62% do total reduzido, seguido pela regido Nordeste com 21%
(EMBRAPA, 2012).

A producdo de uvas de mesa no Brasil pode ser dividida em dois grupos: um
formado pelas uvas finas de mesa (Vitis vinifera L.), representado principalmente por
cultivares como a Itéalia e suas mutacdes (Rubi, Benitaka e Brasil), Red Globe, Red Meire,
Patricia e as sem sementes (Centennial Seedless, Superior Seedless ou Festival, Thompson
Seedless, Perlette, Catalunha e Crimson Seedless); e outro pelas uvas comuns ou rdsticas de
mesa (Vitis labrusca L.), cuja representante principal é a cultivar Nidgara Rosada
(NACHTIGAL, 2003).
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As uvas americanas ou uvas comuns (Vitis labrusca L.) caracterizam-se, de acordo
com Nachtigal, Camargo e Maia (2005), por apresentarem altos indices de produtividade e
resisténcia superior as doencas fungicas, em relacdo as Vitis vinifera L., menor custo de
producdo, portanto, sendo comercializadas por um valor menor que as uvas europeias. As
uvas finas ou europeias (Vitis vinifera L.) apresentam caracteristicas préprias para a
fabricacdo de vinhos finos ou de mesa, porém possuem baixa resisténcia as principais doencas
da cultura e, por este fato se torna uma produgdo com custos mais elevados em decorréncia do
maior numero de tratamentos e aplicacGes de defensivos.

A uva é um fruto ndo climatérico, com baixa atividade fisioldgica, muito sensivel a
desidratacdo e infeccdo fingica durante o manuseio na etapa pos-colheita (ARTES-
HERNANDEZ; TOMAS-BARBERAN, 2006). Apdés a colheita e ao longo do
armazenamento, os principais problemas das uvas de mesa sdo a desidratacdo, o desgrane e as
podriddes que podem ser amenizadas pelo manejo adequado e cuidadoso das frutas (KUGLE
et al.,, 2002). Algumas desordens sdo de naturezas fisioldgicas, quase sempre ocasionadas
durante o armazenamento refrigerado; enquanto outras sdo provocadas pelo manuseio
inadequado das frutas provocando infec¢Ges por microrganismos (OLIVEIRA et al., 2006;
CAMARGO et al., 2011).

As doencas na pos-colheita de uvas provém de infecgdes quiescentes ou adquiridas.
O processo infeccioso nas infecgdes quiescentes, geralmente, inicia-se na fase de pre-colheita,
quando os frutos ainda se encontram ligados as plantas. Porém, a partir do momento que séo
colhidos, sofrem alteraces fisiologicas, tornando-se, em geral, mais susceptiveis ao ataque de
patdgenos, que normalmente encontram-se em estado de quiescéncia (CAVALCANTI et al.,
2005). Frequentemente, as infeccBes quiescentes sdo causadas por fungos dos géneros
Alternaria, Colletotrichum, Lasiodiplodia e Botrytis. No caso de infec¢des adquiridas, que
ocorrem por ferimentos apos a colheita, destacam-se os fungos Penicillium, Cladosporium,
Aspergilus e Rhizopus, que manifestam rapidamente sintomas de podriddes (OLIVEIRA et
al., 2006). O ataque destes microrganismos aos frutos causa a ocorréncia de doencas
superficiais, destruicdo dos tecidos, resultando em reducdo da sua qualidade e da vida de
prateleira, tornando-0s menos atrativos ou ndo comercializaveis (MOSS, 2002).

A ocorréncia de doencas fungicas em cultivares de uvas de mesa pode provocar
grandes perdas e tornar-se fator limitante a viticultura, quando medidas adequadas de controle
ndo sdo adotadas. A suscetibilidade das principais cultivares plantadas, as condicdes

ambientais favoraveis ao desenvolvimento de patégenos, além do manejo inadequado da
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cultura, fazem com que o cultivo da videira s6 se viabilize com a aplicacdo macica de
fungicidas, aumentando os custos de producao, os riscos de intoxicagdo dos trabalhadores e de
contaminacdo do ambiente (NAVES; GARRIDO; SONEGO, 2006). Diante disso, novas
alternativas tecnoldgicas de producdo e protecdo destes frutos devem ser avaliadas e
implementadas, caso sejam viaveis de uso, com o objetivo de melhorar a produtividade e
qualidade do fruto, minimizando as agressdes ao meio ambiente e evitando riscos & salde

humana, além das reducdes de perdas pos-colheita.

2.2 CONTROLE DE FUNGOS PATOGENOS POS-COLHEITA

As doencas de plantas sdo responsaveis por consideraveis perdas para as culturas de
importancia econdmica, encontrando-se, entre elas, as doencas de pos-colheita em vegetais. A
perda pos-colheita de alimentos ¢ dita como “aquela que ocorre apds a colheita em virtude da
falta de comercializacdo ou do consumo do produto em tempo habil; ou seja, resultante de
danos a cultura, ocorridos ap6s sua colheita, consequente do dano acumulado desde o local de
producdo, somando-se aqueles ocorridos durante o transporte, armazenamento, processamento
e/ou comercializacao do produto vendavel” (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

As doencas pos-colheita podem iniciar no campo e permanecerem latentes,
manifestando-se somente apds a colheita em condicdes ambientais favoraveis. As infeccbes
latentes podem iniciar em qualquer estadio do fruto na planta, ocorrendo a inibicdo do
desenvolvimento do patdgeno através de condicdes fisioldgicas impostas pelo hospedeiro, até
que o estadio de maturacdo do fruto tenha sido alcangado e/ou iniciada a respiracéo
climatérica (DANTAS et al., 2003).

As infeccBes ativas (ou ndo latentes) ocorrem quando os frutos ja iniciaram ou
completaram o processo de maturacdo, progredindo na medida em que as condicGes
ambientais favorecem o crescimento do patdgeno. Nessas infeccfes, a penetracdo se processa,
principalmente, por ferimentos causados durante as operagdes de colheita, armazenamento e
comercializacdo, embora em alguns casos possa ocorrer mesmo através da superficie intacta
do fruto (DANTAS et al., 2003). Mudancas fisioldégicas normais do hospedeiro, manuseio
incorreto ou condicdes ambientais adversas podem dar inicio a transicdo da fase de laténcia

para a fase ativa, promovendo o desenvolvimento da doenga (SILVEIRA et al., 2005).
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As doengas ocasionadas por fungos sdo aquelas que ocorrem com maior frequéncia
durante a fase de pos-colheita de vegetais (CHITARRA; CHITARRA, 2005), sendo
responsaveis por 80 a 90% do total de perdas causadas por fitopatdgenos (DANTAS et al.,
2003). Os vegetais, devido ao seu pH é&cido, elevado teor de umidade e composicdo de
nutrientes, sdo muito susceptiveis a acdo de patdgenos fungicos, 0s quais em soma a sua acdo
deteriorante, podem tornar os produtos improprios para o consumo devido a produgdo de
micotoxinas, que podem ter efeitos mutagénicos, teratogénicos ou carcinogénicos aos
consumidores quando do consumo cronico (FRISVAD; SKOUBOE; SAMSON, 2005;
PRAKASH et al., 2010; PRAKASH et al., 2011; REDDY et al., 2011).

A presenca de fungos e consequente atividade metabdlica destes agentes sao
reconhecidas como estando entre as principais causas bioldgicas primarias de perdas de
produtos pereciveis de origem vegetal. Aproximadamente cem mil espécies fungicas
reconhecidas, menos de 10% séo fitopatdgenos, enquanto que em torno de cem espécies sdo
responsaveis pela maioria das doencas pos-colheita (TRIPATHI; DUBEY, 2004;
NGUEFACK et al, 2009).

Penicillium digitatum, P. italicum, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, A. solani,
Rhizopus stolonifer, Aspergillus flavus e A. niger destacam-se como fungos patdgenos pos-
colheita (DAFERERA et al., 2003; TZORTZAKIS; EKONOMAKIS, 2007). O ataque destes
microrganismos aos vegetais causa a ocorréncia de doencas superficiais, destruicdo dos
tecidos, resultando em reducdo da sua qualidade e da vida de prateleira, tornando-os menos
atrativos ou ndo comercializaveis (MOSS, 2002). Embora seja dificil determinar a total
magnitude das perdas pos-colheita devido a deterioracdo microbiana, as quais variam
amplamente de acordo com o tipo de vegetal, area de producédo e aspectos sazonais, é sabido
que até 25% da producdo mundial de vegetais esta sujeita ao ataque de microrganismos em
paises industrializados, enquanto que em paises em desenvolvimento este dano é
frequentemente mais alto, podendo atingir até 50% da producdo (SPADARO; GULLINO,
2004).

Para reduzir estes prejuizos, métodos fisicos, quimicos e bioldgicos vém sendo
empregados, visando o controle deste grupo de doencas. O controle quimico, pela aplicacéo
de fungicidas sintéticos, permanece sendo a principal medida para reduzir a incidéncia de
doencas pds-colheita em vegetais. Estes compostos podem ser utilizados de forma isolada,
combinados em misturas, ou aplicados separadamente em sequéncia (ISMAIL; ZHANG,

2004). O controle quimico de fungos patdgenos em vegetais através do amplo uso de
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fungicidas sintéticos apresenta significantes desvantagens, incluindo aumentado custo de
producdo, perigos para os manipuladores, preocupacdo acerca de residuos em alimentos,
ameaca a saude publica e ao meio ambiente (FERNANDEZ et al., 2001; SOROUR;
LARINK, 2001). Ainda, devido ao surgimento de novas estirpes de fungos fitopatdgenos e
consequente desenvolvimento de resisténcia por parte destes microrganismos, muitos dos
compostos fungitdxicos sintéticos amplamente empregados estdo tornando-se gradualmente
menos efetivos (PARANAGAMA et al., 2003).

O amplo uso de fungicidas no mundo é variavel, embora seja estimado que
anualmente cerca de 23 milhdes de quilos destes compostos sejam aplicados em frutas e
vegetais, sendo geralmente aceito e difundido pelos produtores, que a producédo e mercado de
produtos vegetais pereciveis ndo seriam possiveis sem 0 seu uso. Carcinogenicidade,
teratogenicidade, alta e aguda toxicidade residual, longo periodo de degradacdo, poluicéo
ambiental, influéncia sobre os caracteres organolépticos dos alimentos e efeitos colaterais em
humanos sdo os principais fatores que tém restringido o uso de fungicidas quimicos no
controle da deterioragdo pos-colheita (UNNIKRISHNAN; NATH, 2002).

Antifangicos sintéticos pertencentes ao grupo de benzimidazoles, hidrocarbonetos
aromaticos e inibidores da biossintese do esterol sdo frequentemente utilizados como
tratamento pos-colheita. Um sério problema relacionado ao uso efetivo destes compostos
quimicos é o desenvolvimento de resisténcia por parte dos fungos. A aplicacdo de crescentes
concentracdes de agentes quimicos como tentativa de superar o problema da resisténcia
fungica, resulta na presenca de altos niveis de residuos tdxicos nos produtos e no meio
ambiente, bem como no aumento da intensidade de seus efeitos colaterais e do custo final de
producdo (FALANDYSZ, 2000; LEELASUPHAKU et al., 2008). Ainda, os efeitos
fitotoxicos e de off-odour em vegetais de alguns destes fungicidas tem restringido o seu uso
(KAST-HUTCHESON et al., 2001; SOROUR; LARINK, 2001).

A preocupacdo publica destes riscos tem despertado o interesse na descoberta de
protetores de culturas mais seguros com vista a substituicdo de pesticidas quimicos sintéticos.
Uma alternativa emergente tem sido o uso de protetores naturais com potencialidade
fungitoxica, os quais devem ter baixa toxicidade em mamiferos, menos efeitos deletérios
sobre 0 ambiente e ampla aceitacdo publica (HAMILTON-KEMP et al., 2000). O uso de
métodos ndo-quimicos e de agentes fungicidas ndo-seletivos pode suprir parte desta
necessidade (TRIPATHI; DUBEY, 2004).
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O emprego dos chamados fungicidas naturais aparece Como mais uma opg¢ao ao uso
dos fungicidas sintéticos, em termos de eficiéncia de controle. S&o alternativas que parecem
viaveis em relacdo ao método quimico tradicional, principalmente em fungdo de ndo deixarem
residuos toxicos nos produtos tratados (WILSON et al., 1997). O biocontrole, caracterizado
como o uso de organismos e/ou seus produtos derivados ou metabdlitos para prevencdo de
doencas em vegetais, é ecologicamente viavel, normalmente seguro e pode prover protecdo
por um longo prazo para a cultura (SAN-LANG et al., 2002; FERNANDO et al., 2005).

Alguns agentes empregados no processo de biocontrole tém se mostrado eficientes
como alternativa a fungicidas sintéticos na prevencdo da deterioracdo pos-colheita de
vegetais, a citar compostos de aroma (ARCHBOLD et al., 1999; UTAMA et al., 2002), 4cido
acético (SHOLBERG et al., 1998), glucosinolatos (MARI et al., 2002; MARI et al., 2003),
propolis (LIMA et al., 1998), quitosana (CAPDEVILLE et al., 2002; CHOI et al., 2002),
extratos vegetais (MOHAPOTRA et al., 2000; TRIPATHI et al., 2002) e Oleos essenciais
(CHU et al., 2001).

2.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS

As pesquisas atuais tém buscado desenvolver alternativas estratégicas para a redugéo
do uso de aditivos e conservantes quimicos na cadeia de producdo de alimentos. Neste
contexto, a utilizacdo de compostos naturais, como 0s 6leos essenciais, que possuem
propriedades antimicrobianas tem surgido como uma opcdo interessante. A atividade
antibacteriana e antifungica dos Oleos essenciais tem por muito tempo sido reconhecida,
entretanto a industria de alimentos tem direcionado maior aten¢do a sua aplicacdo como
antioxidantes naturais (PLOOY; REGNIER; COMBRINCK, 2009). Os 6leos essenciais sao
reconhecidos por apresentar atividade inibitoria frente a uma ampla variedade de
microrganismos, incluindo virus, fungos, protozoarios e bactérias (SOLORZANO-SANTOS;
MIRANDA-NOVALES, 2012).

Oleos essenciais sdo obtidos de diferentes partes de plantas, principalmente de
folhas, através de vapor ou hidrodestilacdo; e se caracterizam como uma complexa mistura,
principalmente, de terpendides, monoterpenos e sesquiterpenos, em soma a uma variedade de

fendis aromaticos, 0xidos, éteres, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas que determinam o aroma
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e odor caracteristico da planta (BATISH et al., 2008). Os compostos e suas porcentagens
presentes nos 6leos essenciais variam de acordo com a espécie considerada, as condi¢des
climaticas, de coleta e extracdo e as partes da planta utilizadas para a extracdo
(SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

A atividade antimicrobiana exercida por terpenos e derivados tem sido descrita
através de pesquisas envolvendo diversas espécies de plantas e microrganismos-alvo. Em
revisao sobre o assunto, Greay e Hammer (2011) citam alguns dos mecanismos por meio dos
quais estes compostos atuam sobre as células bacterianas. Monoterpenos interferem com a
integridade e funcionamento da membrana celular, através da mudanca de potencial da
membrana, perda de material citoplasmatico e inibicdo da cadeia respiratoria. A exposicao a
terpenos pode interferir com a expressédo de genes codificadores de fatores de viruléncia,
como quando consideradas linhagens de S. aureus produtoras de enterotoxinas (QIU et al.,
2011); e com a expressdo de proteinas citoplasmaticas e de membrana em Salmonella
enterica (DI PASQUA et al., 2010).

Presenca de monoterpenos volateis ou de 0leos essenciais proporciona uma estratégia
de defesa importante para as plantas, particularmente contra insetos herbivoros e fungos
patogénicos (BATISH et al., 2008). Por serem de facil extracdo, biodegradavel e facilmente
catabolizados pelo meio ambiente, os Gleos essenciais ndo persistem no solo e na agua
(ISMAN; MACHIAL, 2006), possuem baixa ou nenhuma toxicidade contra peixes, passaros
e mamiferos, e por isso formam a base de muitas aplicacdes, incluindo aplicacdo na
conservacdo de alimentos, em produtos farmacéuticos, na medicina alternativa e natural
(BAKKALLI et al, 2008).

Os Gleos essenciais tém atraido interesse cientifico pelo fato de caracterizarem-se
como produtos naturais reconhecidos como GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro),
possuir amplo espectro de atividade antimicrobiana, e apresentar eficacia no controle de
microrganismos patogénicos e deteriorantes de importancia em vegetais (BURT, 2004;
OMIDEYGI et al., 2007; GUTIERREZ et al., 2009).

Os 0dleos essenciais apresentam duas principais caracteristicas como agentes
antimicrobianos de possivel uso em alimentos: a) sua origem natural, o que significa mais
seguranca para 0s consumidores e para 0 meio ambiente; e b) sdo considerados como
possuidores de baixo risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana. A segunda
caracteristica citada toma como base o fato de que os 6leos essenciais s&o compostos por uma

grande variedade de constituintes, 0s quais, aparentemente, apresentam diferentes
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mecanismos de atividade antimicrobiana, tornando, desta forma, mais dificil uma possivel
adaptacdo dos microrganismos frente a sua acdo (DAFERERA et al., 2003).

Devido ao seu grande nimero de constituintes, alguns pesquisadores tém sugerido
que Oleos essenciais ndo apresentam alvos especificos (CARSON et al., 2002). Acredita-se,
que dentre os possiveis mecanismos que utilizam para agir como antimicrobiano seja pela
presenca em sua constituicdo de compostos fendlicos, os quais alterariam a bicamada lipidica
da membrana celular microbiana, aumentando sua permeabilidade, com posterior liberacéo de
constituintes intracelulares vitais, ou ainda por causar danos em seus sistemas enzimaticos
(TURINA et al., 2006). De um modo geral, a acdo dos compostos fendlicos sobre os fungos
compreende coagulacdo citoplasmatica, desorganizacdo dos contetdos celulares, ruptura da
membrana plasmatica, inibicdo das enzimas fungicas, disturbio da funcionalidade do material
genético, culminando com a inibicdo da germinacdo espdrica e do crescimento micelial
(BURT, 2004; LIU et al., 2007; MENG et al., 2010).

Os compostos lipofilicos, como aqueles presentes nos Oleos essenciais, s&o
eficientemente absorvidos pelas células fangicas, pois o micélio fungico apresenta larga
natureza lipofilica, associado a grande area relativa superficial em comparacao ao seu volume
(REGNIER et al., 2008). O mecanismo subjacente a acdo antifingica de Oleos essenciais
serve como interruptor entre a fase vegetativa e reprodutiva do desenvolvimento dos fungos,
visto que séo citados por impactar negativamente a esporulacdo devido ao impedimento do
desenvolvimento micelial e/ou da percepcao/transducdo de diferentes sinais fisioldgicos
envolvidos na sintese de moléculas do funcionamento da forma vegetativa, com vistas ao
desenvolvimento da forma reprodutiva. Como consequéncia da supressdo da producédo
esporica, resultante da exposicdo a determinado O&leo essencial, ocorre limitacdo da
propagacao do patégeno, diminuindo a liberacéo de esporos para o ambiente (TZORTZAKIS;
ECONOMAKIS, 2007).

Estudos anteriores mostraram que 0s Oleos essenciais de Origanum vulgare L.
(orégano) e Rosmarinus officinalis L. (alecrim) possuem destacaveis propriedades
antimicrobianas contra micro-organismos patogénicos contaminantes de alimentos (SOUZA
et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010). Os 6leos essenciais de O. vulgare e R. officinalis tém
mostrado eficiéncia na inibi¢do de diferentes microrganismos, embora os resultados tenham
sido variados de acordo com o microrganismo ensaiado, origem do 6leo essencial e técnica
utilizada para verificacdo da atividade antimicrobiana (NOVAK et al, 2000; DUARTE et al.,
2005; SOUZA et al., 2007; AFONSO et al., 2008).
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Em revisdo feita por Porte e Godoy (2001), consta que concentracBes de Oleos
essenciais suficientes para exercerem os efeitos antimicrobianos desejados geralmente sdo
mais elevadas que aquelas utilizadas costumeiramente em alimentos para propdsitos
flavorizantes. Torna-se ainda relevante destacar que diversos pesquisadores sugerem que a
eficacia antimicrobiana dos chamados antimicrobianos naturais, incluindo os 6leos essenciais,
pode ser minimizada pela presenca e interagcdo com alguns constituintes das matrizes
alimentares, em especial suas macromoléculas (DORMAN; DEANS, 2000; SOUZA et al.,
2009; AZEREDO et al, 2011; SOUSA et al, 2012). Assim, tem sido admitido que
determinados componentes nutricionais, quando em altas concentragdes, poderiam proteger 0s
microrganismos contra a acdo de componentes presentes nos 6leos essenciais, ao mesmo
tempo, possibilitar uma reparacdo mais rapida das células injuriadas devido a maior
disponibilidade de nutrientes neste meio, quando comparada aos meios laboratoriais. Outros
fatores intrinsecos ao alimento, como conteddo de potencial de 6xido-reducédo e valor de pH
também poderiam interferir em algum grau na acdo destes agentes antimicrobianos
(HOLLEY; PATEL, 2005). Burt (2004) admite também que alguns fatores extrinsecos ao
alimento, como a temperatura do ambiente e/ou caracteristicas fisiologicas particulares do
microrganismo alvo, poderiam também afetar adversamente a eficacia antimicrobiana dos
0Oleos essenciais.

Todos estes aspectos revelam uma necessidade de realizacdo de diversos estudos
com foco na atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e de seus componentes, com énfase
e na sua interacdo com os fatores intrinsecos e extrinsecos aos alimentos, as quais podem
interferir de forma a pontencializar ou diminuir a inibicdo dos micro-organismos presentes

nos alimentos em decorréncia da acdo destes agentes antimicrobianos.

2.4 APLICACAO COMBINADA DE OLEOS ESSENCIAIS E FITOCONSTITUINTES

E de fundamental importancia se considerar o impacto da aplicacdo de 6leos
essenciais sobre as caracteristicas sensoriais dos produtos alimenticios durante o
armazenamento, uma vez que a concentracdo do Oleo essencial necessaria para o
estabelecimento da eficacia antimicrobiana na matriz alimentar pode resultar em

caracteristicas organolépticas desagradaveis ao consumidor (HSIEH et al, 2001;
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GUTIERREZ et al., 2009). Considerando estes aspectos, 0 uso dos Oleos essenciais na
inibicdo do crescimento microbiano em alimentos tem sido objeto de investigacdo e
aperfeicoamento, visto que estes antimicrobianos naturais também podem, quando aplicados
em doses excessivas, exceder os limites da aceitacdo pelo consumidor, com implicagdes
negativas, principalmente, no sabor e no odor dos produtos (SOUZA et al., 2007).

Sugere-se que a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais € atribuida a mais de
um mecanismo (BURT, 2004; MOREIRA, 2005), de modo que aplicagdo combinando de
6leos essenciais, ou de seus componentes, poderia resultar em uma eficacia aumentada frente
a acdo contra micro-organismos patogénicos e deteriorantes de alimentos (GUTIERREZ et
al., 2008). Nesse contexto, Burt (2004) relata que um efeito aditivo resultante da aplicacdo
combinada de compostos antimicrobianos ocorre quando a acdo combinada é igual a
soma dos efeitos individuais; por sua vez, o efeito de sinergismo ocorre quando o efeito das
substancias combinadas € maior do que a soma dos efeitos individuais.

Os efeitos bioldgicos dos 0leos essenciais podem ser resultantes de um sinergismo
entre todos os constituintes, ou ainda serem resultados da interagcdo entre seus constituintes
majoritarios. Geralmente, 0s constituintes majoritarios sdo responsaveis pelas caracteristicas
biologicas dos 6leos essenciais, sendo que os efeitos observados dependem, muitas vezes, da
sua concentracao no 0leo essencial. No entanto, mesmo 0s constituintes presentes em menores
quantidades, ditos minoritarios, podem desempenhar efeitos importantes no estabelecimento
das atividades bioldgicas dos Oleos essenciais. E provavel que os varios constituintes
presentes em um Oleo essencial desempenhem um efeito importante na determinacdo da sua
fragrancia, densidade, textura e coloracéo e, principalmente, na sua capacidade de penetracéo
e distribuicdo na célula do agente-alvo (BURT, 2004; BAKKALLI et al., 2008).

Outro fator importante a ser ressaltado € que a acdo combinada de 6leos e/ou de seus
constituintes pode potencializar o efeito antimicrobiano, como verificado por Gutierrez,
Barry-Ryan e Bourke (2008) e Lambert et al. (2001) em estudos com a combinacdo do 0leo
essencial de orégano e tomilho. Os resultados encontrados por estes pesquisadores suportam a
ideia de que, quando usados em combinacdo, as concentracdes requeridas para o alcance da
eficdcia antimicrobriana desejada podem ser menores, minimizando assim o impacto sobre os
atributos sensoriais de alimentos. Em estudo realizado por Azerédo et al. (2011) verificou-se
efeito sinérgico entre os Oleos essenciais de orégano e alecrim, cujos componentes
majoritarios sdo, respectivamente, carvacrol e 1,8-cineol, frente a Aeromonas hydrophila,

Listeria monocytogenes e Yersinia enterocolitica, e efeito aditivo contra Pseudomonas
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fluorescens. Apostolidis et al. (2008) verificaram que embora haja um teor mais elevado de
fitoquimicos no 6leo essencial de orégano quando aplicado isoladamente, a eficicia frente a L.
monocytoneges ocorreu de forma mais intensa quando o 6leo essencial foi aplicado em
combinagdo com o extrato de cranberry.

Lv et al. (2011) testaram quatro combinacdes de dleos essenciais obtidos de diversas
especiarias (orégano + manjericdo, manjericdo + bergamota, orégano + perilla e orégano +
bergamota), sendo que todas as combinacOes testadas causaram destruicdo celular dos
microrganismos-alvo (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e
Saccharomyces cerevisae). Outras combinacdes de 6leos essenciais e/ou fitoconstituintes com
outros antimicrobianos também tem ja apresentaram sucesso na inibicdo de diversos micro-
organismos, a citar:

= Oleo essencial de orégano com quitosana, na inibicdo de A. niger e Rhizopus
stolonifer (SANTOS et al., 2012);

= Oleo essencial de alho com nisina, na inibicdo de L. monocytogenes (ROHANI et
al., 2011);

= Oleos essenciais de orégano, geranio com nistatina, na inibicio de Candida spp.
(ROSATO et al., 2009);

= Oleo de eucalipto e timol com gluconato de clorexidina, na inibicdo da formacéo
de biofilmes por Staphylococcus epidermidis (KARPANEN et. al, 2008);

= Timol com &cido acético utilizando como sanitizante de peito de frango pré-
inoculado com Salmonella spp. (LU; WU, 2011);

= Oleos essenciais de segurelha e aroeira na redugio da contagem de L.
monocytogenes pré-inoculada em carnes (DJENANE et al., 2011);

= Oleos essenciais de orégano e tomilho; orégano, manjerona, tomilho e séalvia na
inibicdo de Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli O157:H7 e
L. monocytogenes (GUTIERREZ et al., 2008); e

= Carvacrol e 1,8-cineol na inibicdo de L. monocytogenes, A. hydrophila e P.
fluorescens em hortalicas minimamente processadas (SOUSA et al., 2012).

Em estudo realizado por Fu et al. (2007) foi investigado a possivel interacdo entre 0s
6leos essenciais de cravo e alecrim em concentragdes subinibitorias, sendo observado que o
efeito antimicrobiano foi influenciado ndo apenas pela proporcdo entre 6leos aplicados, mas

foi também, e sobretudo, microrganismo-dependente. Os pesquisadores encontraram efeito

26



antimicrobiano aditivo contra S. epidermidis, S. auresus, B. subtilis, E. coli, Proteus vulgaris
e P. aeruginosa; efeito sinergistico frente Candida albicans e antagdnico para A. niger.

O incremento das propriedades fungitoxicas de misturas de 6leos essenciais pode se
estabelecer devido a acdo conjunta de dois ou mais componentes, sendo que tal sinergismo
seria destacavel na protecdo pds-colheita de frutas e vegetais, uma vez que em soma a
inibicdo inicial causada frente aos fungos patdgenos pds-colheita, haveria uma dificuldade no
estabelecimento de resisténcia frente a acdo dos agentes aplicados em combinacgdo
(TRIPATHI; DUBEY, 2004). Desta forma, segundo Gutierrez (2009) os estudos neste campo
devem enfatizar a otimizacdo de combinacGes de Oleos essenciais e de seus componentes com
0 intuito de obter uma atividade antimicrobiana eficaz, mesmo quando aplicados em
baixas concentracdes, de forma a ndo afetar adversamente as propriedades organolépticas e
aceitabilidade dos alimentos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Os 6leos essenciais de O. vulgare (lote OREORGO1, densidade a 20 °C: 0,90, indice
de refraccdo a 20 °C: 1,47) e R. officinalis (lote ROSTUNO4, densidade a 20 °C: 0.94; indice
de refracdo a 20 °C: 1,51) foram fornecidos pela Empresa Aromalandia Ind. Com. Ltda.
(Minas Gerais, Brasil), sendo os seus parametros de qualidade foram descritos em laudo
técnico emitido pelo fornecedor.

As uvas de mesa cv. Isabel (Vitis labrusca L.) em estadio de maturagdo comercial
foram obtidas na EMPASA (Empresa Paraibana de Abastecimentos e Servigos, Jodo Pessoa,
Brasil) pela manhd e selecionadas sem sinais de danos mecénicos e deterioragéo,
padronizadas em pequenos cachos com uvas apresentando tamanho, cor e forma homogéneos.

Cepas dos fungos filamentosos patdgenos pos-colheita Rhizopus stolonifer URM
3728, Aspergilus niger URM 5162 e Aspergilus flavus URM 4540, obtidos da Colecdo de
Culturas da Micoteca do Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) foram utilizadas como cepas teste.

Para os ensaios de atividade antifungica foram utilizados repiques das culturas
estoque subcultivadas em tubos de ensaio contendo agar Sabouraud (Himedia, [ndia)
incubados a 25-28 °C durante sete dias para suficiente esporula¢do. Os esporos fungicos
foram colhidos através da adicdo de solucdo salina (NaCl 0,85 g/100 mL) estéril no meio de
crescimento fangico, e a suspensdo obtida foi filtrada em tripla camada de gaze estéril para
retencdo dos fragmentos de hifas. Em seguida o nimero de esporos presentes na suspensdo foi
determinado através de contagem em camara de Newbauer. A concentracdo obtida de esporos
foi ajustada com solucdo salina estéril para prover um inéculo fungico de aproximadamente
10° esporos/mL (RASOOLI; ABYANETH, 2004; RASOOLI; OWLIA, 2005).

3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DOS OLEOS
ESSENCIAIS
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A Concentracéo Inibitoria Minima dos Oleos essenciais foi determinada atraves da
técnica de diluigdo em caldo. Inicialmente, 1 mL da suspensdo fungica foi inoculado em 4 mL
de caldo Sabouraud suplementado com concentracdo ajustada para 10 mL, em seguida, foi
adicionado 5 mL da solucdo com diferentes concentracdes dos 6leos essenciais. O sistema foi
incubado a 25-28 °C por 72 horas. Ao término do periodo de incubagdo, a mais baixa
concentracdo (mais alta diluicdo) do 6leo que ndo apresentou crescimento fungico visivel foi
considerada como a Concentragdo Inibitoria Minima (SHARMA; TRIPATHI, 2008).

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de determinagdo da CIM foram
escolhidas as diferentes concentragBes dos 6leos essenciais O. vulgare L. (OEOV) e de R.
officinalis (OERO) isolados e em combinacdo (CIM OERO 1 pL/mL; CIM OEOQV 0,25
uL/mL; Y/, CIM OEQV 0,125 pL/mL + '/, CIM OERO 0,5 uL/mL; '/; CIM OEQV 0,06
pL/mL + Y/, CIM OERO 0,25 pL/mL) que foram utilizadas nos ensaios de quantificacio de

massa micelial e germinacéo de esporos.

3.3 INFLUENCIA SOBRE A MASSA MICELIAL FUNGICA

A avaliacdo da inibicdo da massa micelial fungica (peso seco) foi determinada
utilizando-se a técnica do envenenamento do substrato de crescimento (técnica de diluicdo em
caldo). Foram inoculados 10 mL da suspensdo fingica (aproximadamente 10° esporos/mL)
em frasco Erlenmeyer contendo 90 mL de caldo Sabouraud adicionado das diferentes
concentracdes dos 6leos essenciais, com posterior incubacdo a 25-28 °C. Apoés 3, 5 e 7 dias de
exposicdo, a massa micelial obtida foi desidratada em estufa a 60 °C por seis horas, seguida
por manutencdo a 40 °C por 18 horas adicionais (RASOOLI E ABYANEH, 2004; RASOOLI
REZAEI; ALLAMEH, 2006). No experimento controle, a suspensao do fungo filamentoso foi
inoculada em caldo Sabouraud sem adicdo das concentracfes dos 6leos essenciais. Através da
comparacdo do peso da massa micelial seca da suspensdo tratada com os 6leos essenciais e do
ensaio controle foi obtido o percentual de inibicdo da massa micelial fangica nos diferentes

intervalos de tempo.
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3.4 INTERFERENCIA SOBRE A GERMINACAO DE ESPOROS FUNGICOS

Aliquotas de 0,1 mL de cada solucdo contendo diferentes concentragdes dos 6leos
essenciais foram misturadas com 0,1 mL da suspensio de esporos fiingicos (10° esporos/mL)
obtidos de culturas com dez dias de crescimento em agar Sabouraud a 25-28 °C. Em seguida,
0,1 mL do sistema foi colocado no centro de laminas de vidro estéreis, sendo em seguida
incubadas em camara Umida a 25-28 °C por 24 horas. Apds este periodo, cada lamina foi
fixada com o corante azul lactofenol algoddo e observada sobre microscépio Gptico para
germinacdo do esporo. Aproximadamente 200 esporos de cada lamina foram contados. A
efetividade dos 6leos essenciais na inibicdo da germinacédo dos esporos fungicos foi observada
através da comparacdo do numero de esporos germinados nas solucdes adicionadas das
concentracdes dos Gleos essenciais em comparagdo com o0 numero de esporos germinados no
experimento controle, onde a solugdo destes agentes foi substituida por caldo Sabouraud
(FENG; ZENG, 2007).

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de quantificacdo de massa micelial e
germinacdo de esporos, foram escolhidas as diferentes concentracdes do OEOV e do OERO
isolados e em combinagdo (CIM OERO 1 uL/mL; CIM OEQV 0,25 uL/mL; */, CIM OEOV
0,125 pL/mL + /; CIM OERO 0,5 pL/mL; /4 CIM OEOQV 0,06 pL/mL + '/, CIM OERO

0,25 pL/mL) utilizadas nos ensaios com uvas cv. Isabel.

3.5 INFLUENCIA SOBRE O CRESCIMENTO FUNGICO SUPERFICIAL NOS FRUTOS

As uvas foram mergulhadas em solucdo de hipoclorito de sédio (1 % v/v) por 15
minutos, lavadas com agua potavel, e deixados por 2 horas em contato com o ar para secar.
Em seguida, foram imersas em 500 mL de uma solugdo indculo (aproximadamente 10°
esporos/mL) da cepa flngica teste por um minuto com suave agitacao utilizando um bastao de
vidro estéril. Apos este procedimento, os frutos foram mergulhados em 500 mL de um caldo
contendo agua destilada estéril adicionada de Agar bacterioldgico (0,2 g/100 mL) e diferentes
concentracdes dos 0leos essenciais através de suave agitacdo com bastdo de vidro durante um

minuto. Os frutos foram secos sobre tela de “nylon” para drenagem do liquido excedente e,
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acondicionados em recipiente de polietileno com tampa. Apds este procedimento, um grupo
de frutos foi armazenado a temperatura ambiente (25 °C) e outro sob resfriamento (12 °C).
Paralelamente, foi realizado um experimento controle onde as solucGes dos 6leos essenciais
forma substituidas por agua destilada estéril. Cada tratamento incluiu 40 frutos, e em
diferentes intervalos de tempo de armazenamento (temperatura ambiente 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12
dias; resfriamento 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 dias) os frutos foram examinados para presenca
de infeccdo fungica visivel, sendo os resultados expressos como percentual de frutos
infectados nos diferentes intervalos de tempo analisados (SANTOS et al., 2012).

3.6 EFEITO SOBRE O CONTROLE DA DETERIORACAO DOS FRUTOS

Inicialmente, as uvas foram mergulhadas em solucdo de hipoclorito de sédio (1 %
v/v) por 15 minutos, lavados com &gua potavel, e deixadas por duas horas em contato com o
ar para secar. Em seguida, as frutas foram imersas durante um minuto nos caldos contendo as
diferentes concentracdes dos 6leos essenciais ¢ postas para secar sobre tela de “nylon”
visando drenagem do liquido excedente. ApoOs este procedimento, as frutas foram
acondicionadas em recipientes de polietileno com tampa, de modo que um grupo foi
armazenado a temperatura ambiente (25 °C), enquanto outro grupo foi armazenado sob
resfriamento (12 °C). Paralelamente, foi realizado um experimento controle onde as solucées
dos dleos essenciais forma substituidas por agua destilada estéril. Cada tratamento incluiu 40
frutos, e em diferentes intervalos de tempo de armazenamento (temperatura ambiente 0, 2, 4,
6, 8, 10 e 12 dias; resfriamento 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 dias) os frutos foram examinados
para presenca de infeccdo fungica visivel, sendo os resultados expressos como percentual de

frutos infectados nos diferentes intervalos analisados (SANTOS et al., 2012).

3.7 ANALISES FISICO-QUIMICAS
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Nos mesmos intervalos de observacdo da presenca de infecgdo fungica, os frutos
foram avaliadas quanto a perda de peso e aspectos gerais de qualidade como cor, firmeza,

determinacdo de solidos soluveis, acidez titulaves e teor de antocianinas.

3.7.1 Solidos solaveis (SS)

O teor de solidos soltveis foi determinado utilizando refratdmetro digital modelo Hl
96801 (Hanna Instruments, S&o Paulo, Brasil), sendo os resultados expressos em °Brix
(MENG et al., 2008).

3.7.2 Acidez titulaves (AT)

A acidez titulavel foi determinada utilizando fenolftaleina como indicador e solucao
de NaOH 0,1N sendo os resultados expressos em mmol H/100 g de fruta (MENG et al.,
2008).

3.7.3 Relacdo SS/AT

A relacdo SS/AT foi realizada a partir da razdo teor de sélidos soltveis por teor de
acidez titulavel (MENG et al., 2008).

3.7.4 Perda de massa

Os frutos foram dispostos em bandejas, de modo que permaneceram separados em

proporcdes iguais (controle e tratamento) para posterior acompanhamento da diferenca de
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peso final durante o experimento. Os resultados foram expressos em porcentagem, relativo a
massa inicial do produto (MENG et al., 2008).

3.7.5 Cor

A cor da casca foi medida em trés diferentes posi¢6es equatoriais do fruto, através do
Sistema CIELab (L*a*b*); a&ngulo Hue (h*,,) e croma (C*,,) em colorimetro Minolta Modelo

CR-300 (Osaka, Japéo), de acordo a Comissao Internacional de Iluminacao (CIE, 1986).

3.7.6 Firmeza

A determinacdo da firmeza foi realizada utilizando-se probe (1/8) de 3 mm de
didmetro acoplado ao texturémetro TA-XT2 Texture Analyzer (Stable Micro Systems,

Haslemere, Inglaterra), sendo os resultados expressos em N/mm (CHIEN et al., 2007).

3.8 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial foi realizada apds aprovacdo pelo Comité de Etica (protocolo n°
360/08), utilizando-se testes afetivos de aceitacdo (Apéndice B), intencdo de compra
(Apéndice B) e teste de ordenacdo-preferéncia (Apéndice C) com 60 provadores nao
treinados. A analise foi realizada sob condigdes controladas de temperatura e iluminacdo em
cabines individuais. Cada provador recebeu trés unidades das uvas, submetidas aos diferentes
tratamentos, as quais foram servidas em pratos brancos descartaveis codificados com um
namero de trés digitos aleatdrios. As trés amostras de uva foram servidas simultaneamente,
utilizando um método cego de sequéncia aleatOria, imediatamente apds ser retirado do
armazenamento refrigerado. Os provadores foram orientados a provar biscoito e agua entre as

amostras para limpar o paladar. Para a aceitabilidade da aparéncia, cor, sabor, textura, sabor
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residual e avaliagdo global foi utilizada a escala heddnica estruturada mista de nove pontos
variando de um (desgostei muito) a nove (gostei muito). A intengdo de compra foi avaliada
usando a escala estruturada mista de cinco pontos variando de um (certamente ndo compraria)
a nove (certamente compraria). Para o teste de ordenacdo-preferéncia, os provadores foram

convidados a escolher a amostra mais e menos apreciada com base em sua avaliagéo global.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicata (uma uva da porcdo apical, uma da
por¢cdo média e outra do fundo de cada cacho) em trés repeticdes, sendo os resultados
expressos como média dos dados obtidos em cada repeticdo. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se testes de estatistica descritiva (media e desvio padréo) e inferencial
(ANOVA seguida de Teste de Tukey) para determinacdo de diferengas estatisticamente

significantes (P < 0,05) entre os tratamentos aplicados utilizando o Software Sigma Stat. 2.03.
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa é sobre a utilizacéo de antimicrobianos naturais a base de combinagdes
de 6leos essenciais de alecrim e orégano como envoltorio de frutos e esta sendo desenvolvida
por Larissa Lima de Sousa, aluna do Curso de Pés-Graduacao em Nutricdo da Universidade
Federal da Paraiba, sob a orientacdo do Prof. Evandro Leite de Sousa.

Os objetivos do estudo sdo prover informacdes sobre a utilizacdo combinada de 6leos
essenciais de alecrim e orégano.

A finalidade deste trabalho é contribuir para o estudo de um mecanismo alternativo
de manutencdo da qualidade organoléptica e nutricional de vegetais in natura com
estabilidade de armazenamento, promovendo desta forma o desenvolvimento sustentavel (sem
agressdo ao meio ambiente) e uma possibilidade de incremento da competitividade do
agronegocio nacional com a disponibilidade de produtos que venham ao encontro as
emergentes demandas dos consumidores brasileiros e do mercado internacional por alimentos
com uma imagem mais natural, porém com a conveniéncia de apresentarem qualidade,
inocuidade, identidade e seguranca dos produtos finais.

Solicitamos a sua colaboracéo para a realizagdo de analise sensorial, como também
sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de salde e
publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome sera
mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa ndo oferece riscos, previsiveis, para a sua
saude.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo € voluntéria e, portanto, o(a) senhor(a)
ndo ¢ obrigado(a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo
Pesquisador(a). Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir
do mesmo, ndo sofrerd nenhum dano, nem havera modificacdo na assisténcia que vem
recebendo na Instituicéo.

Os pesquisadores estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que
considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Estou ciente que
receberei uma cépia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa
ou Responsavel Legal
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APENDICE B — TESTE DE ACEITACAO E INTENCAO DE COMPRA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM NUTRIGAO

Nome: Idade: e-mail:
Fone: Escolaridade: Data:

Vocé esta recebendo 05 amostras codificadas de (Uva ‘Isabel’ com combinagdes de
6leo de orégano e de alecrim). Prove-as da esquerda para direita, avalie sensorialmente as
amostras de acordo com cada atributo nos quadros e escreva o valor da escala que vocé
considera correspondente a amostra (c6digo) no que diz respeito aos atributos avaliados.
Antes de cada avaliacdo, vocé devera fazer uso da dgua e da bolacha.

9- goste! mu!tissimo ATRIBUTOS AMOSTRAS (Cddigo)
8 — gostei muito —
7 — gostei moderadamente é‘parenc'a
6 — gostei ligeiramente Aor
5 — nem gostei/nem desgostei Sar&;?a
4 - desgostei ligeiramente -

. Sabor residual
3 — desgostei moderadamente Ei
2 — desgostei muito UL 24

Avaliacdo Global

1 — desgostei muitissimo

Agora indique sua atitude ao encontrar estas frutas/vegetais no mercado.

5 — compraria AMOSTRAS
4 — possivelmente compraria ATRIBUTOS (Codigo)

3 —talvez comprasse/ talvez ndo comprasse

2 — possivelmente ndo compraria Intencéo de

1 — jamais compraria compra

Comentarios:

OBRIGADA!
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APENDICE C - TESTE DE ORDENACAO-PREFERENCIA

Nome:
Data:

Vocé esta recebendo 05 amostras codificadas de (Uva ‘Isabel’ com combinagdes de
6leo de orégano e de alecrim). Por favor, prove as amostras, da esquerda para direita, e
ordene-as em ordem decrescente de preferéncia geral. Espere 30 segundos antes de consumir
a proxima amostra e utilize agua entre cada avaliacao.

Mais Menos

preferida preferida
Posto 1° Lugar 2° Lugar 3° Lugar 4° |_ugar 5° Lugar
Caodigo

Comentarios:

Agora, por favor, responda as seguintes questdes:

Qual caracteristica sensorial vocé mais apreciou na amostra mais preferida?

Qual caracteristica sensorial vocé ndo apreciou na amostra menos preferida?

Comentarios:

OBRIGADA!
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Abstract

This study evaluated the efficacy of the application of the essential oils of Origanum vulgare
L. (OVEO) and Rosmarinus officinalis L. (ROEQO) alone and in combination to inhibit R.
stolonifer URM 3728, A. flavus URM 4540 and A. niger URM 5842 on fungal growth media
and on Vitis labrusca L. (table grapes). The influence on the autochthonous mycoflora and the
physical, physicochemical and sensory characteristics of the grapes during storage (25 °C, 12
days and 12 °C, 24 days) were also studied. The application of the essential oils in different
concentrations (Minimum Inhibitory Concentration - MIC, 1/2 MIC + 1/2 MIC and 1/4 MIC
+ 1/4 MIC) inhibited the mycelial growth and spore germination of the test fungi and
inhibited the growth of the assayed fungi strains in artificially contaminated grapes and the
autochthonous mycoflora of grapes stored at both room and cold temperatures. In general, the
application of OVEO and/or ROEO at sub-inhibitory amounts preserved the quality of grapes
as measured by their physical, physicochemical and sensory attributes throughout the assessed
storage time. These results demonstrate the potential of the combination of OVEO and ROEO
at sub-lethal concentrations to control postharvest pathogenic fungi in fruits, particularly R.

stolonifer, A. flavus and A. niger in table grapes.

Keywords: oregano, rosemary, synergism, grapes, postharvest decay.
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1.

Introduction

The grape is a highly perishable non-climacteric fruit with reduced shelf life due to a
loss of firmness, berry drop, stem discoloration, desiccation and fungal rot (Meng et al.,
2008). The reduction of losses resulting from fungal rot is a major goal of postharvest
technology for table grapes, which seeks to use safe and effective methods to control
contamination and the growth of spoiling fungi (Martinez-Romero et al., 2008). Postharvest
decay, which is caused by fungi such as Rhizopus and Aspergillus species, is the cause of
rapid decay of fruits affecting their quality, safety, shelf life and market value (Freire et al.,
2012). Therefore, the control of fungal growth and survival is critical to reduce the

postharvest loss of table grapes (Santos et al., 2013).

Concern over the negative consumer perception of synthetic fungicides used for many
years to solve the problem of fungal decay in fruits and the development of fungicide-resistant
strains have provoked researchers to investigate the efficacy of natural compounds against
postharvest pathogenic fungi (Santos et al., 2012; Xing et al., 2012). In this context, studies
have focused on the essential oils of plants and their compounds with a wide spectrum of
antifungal properties. Previous studies have confirmed interesting antimicrobial activity of the
essential oils from Origanum vulgare L. (OVEO) and Rosmarinus officinalis L. (ROEO)
against spoilage and pathogenic food-related fungi (Carmo et al., 2008; Mitchell et al., 2010;
Abdolahi et al., 2012). It has been reported that OVEO and ROEO appear to have no
significant or marginal toxic effects in vivo and raise no concerns regarding the possible level

of use in foods (Burt, 2004).

Early in vitro assays with essential oils and their constituents showed that they had
promising antimicrobial properties; however, when applied to food matrices, the amounts

required to substantially inhibit microbial growth were often higher than would be
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organoleptically acceptable (Azerédo et al., 2011; Sousa et al., 2012). Considering that these
high concentrations are likely to impart a certain flavor and taste to foods, the addition of sub-
lethal amounts of essential oils in mixtures may be a way to provide the balance between

sensory acceptability and antimicrobial efficacy.

Here we report the investigation of an enhanced antifungal effect when OVEO and
ROEO were used in combination against the postharvest fungal pathogens Rhizopus
stolonifer, Aspergillus niger and Aspergillus flavus in fungal growth media and in the table
grapes cultivar Isabella. The influence of these substances on the autochthonous fungi and
some physicochemical and sensory attributes of table grapes during storage at cold and room

temperatures was also assessed.

2. Materials and methods

2.1 Materials

The OVEO (Batch OREORGO01, density at 20 °C: 0.90, refractive index at 20
°C: 1.47) and ROEO (Batch ROSTUNO4, density at 20 °C: 0.94, refractive index at 20 °C:
1.51) were supplied by Aromalandia Ind. Com. Ltda. (Minas Gerais, Brazil), and their quality

parameters were described in a technical report issued by the supplier.

Vitis labrusca L. (table grapes cv. Isabella) in commercial maturation stage
were obtained from EMPASA (Supplies and Services Company of Paraiba, Jodo Pessoa,
Brazil); grapes without signs of mechanical damage and deterioration were selected and

standardized in small bunches of grapes showing homogeneous size, color and form.
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Rhizopus stolonifer URM 3482, Aspergillus niger URM 5162 and Aspergillus
flavus URM 4540 were obtained from Culture Collection URM (Center for Biological
Sciences, Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil) for use as test microorganisms.
For antifungal assays, stock cultures were subcultured in Sabouraud agar (Himedia, India) at

25-28 °C for 7 days for sufficient sporulation.

The fungal spores were collected by adding sterile saline solution (0.85 g/100 mL
NaCl) to fungal growth medium and filtering the resulting suspension through a sterile triple-
gauze layer to retain hyphal fragments. The number of spores present in the suspension was
determined by performing spore counts using a hemocytometer. The spore concentration was
adjusted with sterile saline solution to provide a fungal inoculum of approximately 10°

spores/mL (Rasooli and Owlia, 2005).

2.2 Production of OVEO and ROEO solutions for application on grapes

OVEO and ROEO solutions were obtained by dissolving the substance (80
pML/mL) in Sabouraud broth containing bacteriological agar [0.15 g/100 mL (Himedia, India)]
as a stabilizing agent (Bennis et al., 2004). Successive dilutions (1:1) were made using the
same broth to obtain solutions of different concentrations (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.06, 0.03

and 0.015 pL/mL).

2.3 Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The MIC of OVEO and ROEO was determined by the broth macrodilution
method. Initially, 1 mL of fungal suspension was inoculated in 4 mL of Sabouraud broth (with

the concentration adjusted to 10 mL) and 5 mL of the solutions containing different
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concentrations of OVEO or ROEO (with concentration adjusted to 10 mL) was added. The
system was incubated at 25-28 °C for 7 days, and at the end of the incubation period, the
lowest concentration (highest dilution) of each essential oil that exhibited no visible fungal

growth was considered the MIC (Sharma and Tripathi, 2008).

2.4 Synergy assays

The assays for the synergy of OVOE and ROEO were carried out by determining
the Fractional Inhibitory Concentration (FIC) index in Sabouraud nutrient broth using the
macrodilution method. FIC was calculated as follows: MIC of the combination of the
essential 0il/MIC of the essential oil alone. The essential oils were combined at MIC + MIC;
MIC + 1/2 MIC; MIC + 1/4 MIC; MIC + 1/8 MIC; 1/2 MIC + 1/2 MIC; 1/2 MIC + 1/4 MIC;
1/2 MIC + 1/8 MIC; 1/4 MIC + 1/4 MIC; 1/4 MIC + 1/8 MIC; and 1/8 MIC + 1/8 MIC.
Synergy was FIC < 0.5; addition or indifference was FIC > 0.5 to 4; and antagonism was FIC

> 4 (Azéredo et al., 2011; Sousa et al., 2012).

Based on the results of synergy, the concentration of OVEO and ROEO alone and
combined at sublethal concentrations were chosen (CIM OVEO; CIM ROEO; 1/2 CIM
OVEO + 1/2 CIM ROEOQO; 1/4 CIM OVEO + 1/4 CIM ROEO) for use in assays of mycelial

mass quantification, spore germination assays and application on grapes.

2.5 Effects on fungal mycelial growth

Inhibition of fungal mycelial growth (dry mass weight) was determined with
the poisoned growth substrate technique (dilution in broth) by inoculating 10 mL of each

fungal suspension (approximately 10° spores/mL) in 90 mL of Sabouraud broth supplemented
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with different amounts of OVEO and ROEO alone or in combinations and incubated at 25-28
°C. After 3, 5 and 7 days of exposure, the mycelial mass was obtained dried in an oven at 60
°C for 6 h and kept at 40 °C for an additional 18 h (Rasooli and Abyaneh, 2004). In the
control experiment, the fungal suspension was inoculated in Sabouraud broth without OVEO
or ROEOQ. By comparing the weights of the dry mycelial masses from the suspension treated
with OVEO and/or ROEO and the test control, the percentage inhibition of the fungal

mycelial mass at the different time intervals was obtained.

2.6 Effects on fungal spore germination

Aliquots of 0.1 mL of each solution containing different amounts of OVEO
and ROEO alone or in combinations were mixed with 0.1 mL of each fungal spore suspension
(approximately 10° spores/mL) obtained from cultures grown for 10 days on Sabouraud agar
at 25-28 °C. Then, 0.1 mL of the mixture was placed at the center of a sterile glass slide and
incubated in a moist chamber at 25-28 °C for 24 h. After this period, each slide was fixed with
lactophenol cotton blue stain, and spore germination was observed by light microscopy.
Approximately 200 spores were counted on each slide. The efficacy of spore germination
inhibition was evaluated by comparing the number of germinated spores in the media
supplemented with OVEO and or ROEO with those obtained in the control assay, in which

the solutions of the essential oils were replaced by Sabouraud broth (Feng and Zeng, 2007).

2.7 Effects on fungal growth on grapes

Grapes were immersed in sodium hypochlorite solution (1 mL/100mL) for 15

min, washed with potable water and left for 2 h in a safe cabinet to dry. The grapes were first



immersed in 500 mL of an inoculum solution (approximately 10° spores/mL) of the test
fungal strain for one min with gentle stirring using a sterile glass stem. Then, the fruits were
immersed in 500 mL of the solution of the essential oils alone or in combination with gentle
stirring using a glass stem for one min. The grapes were dried on a nylon filter to drain the
excess liquid and packed in a polyethylene container with lid. Then, one group of fruits was
stored at room temperature (25 °C), while the other was stored at a cold temperature (12 °C).
In addition, a control experiment was performed in which the essential oil solutions were
replaced by sterile distilled water. Each treatment included 40 fruits; at different storage time
intervals (room temperature 0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 days; cold temperature 0, 3, 6, 9, 12, 15,
18, 21 and 24 days), the fruits were examined for the presence of visible fungal infection, and
the results were expressed as the percentage of fruit infected at different time intervals (Feng

and Zeng, 2007; Liu et al., 2007).

2.8 Effects on fruit decay

Grapes were first immersed in sodium hypochlorite solution (1 % v/v) for 15
min, washed with potable water and left for 2 h in contact with air to dry. Then, the fruits
were immersed for three minutes in the solutions containing the essential oils alone or in
combination and gently stirred using a glass stem for one min. The fruits were dried on a
nylon filter to drain the excess liquid and packed in a polyethylene container with a lid. After
this procedure, one group of fruits was stored at room temperature (25 °C) while the other
group was stored at a cold temperature (12 °C). In addition, a control experiment was
performed in which the essential oil solutions were replaced by sterile distilled water. Each
treatment included 40 fruits and different storage times (room temperature 0, 2, 4, 6, 8, 10 and

12 days; cold temperature 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 and 24 days). The fruits were examined for
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the presence of visible fungal infection, and the results were expressed as the percentage of

fruit infected at different times (Feng and Zeng, 2007; Liu et al., 2007).

2.9 Physical and physicochemical analyses

The fruits were evaluated for weight loss and general quality aspects such as
color, firmness, soluble solids, titratable acidity and soluble solids/titratable acidity ratio
(SS/TA ratio) at the same observation intervals as the examination for fungal infection. The
soluble solids (SS) content was determined with a digital refractometer (Model HI 96801,
Hanna Instruments, S&o Paulo, Brazil), and the results were expressed as °Brix (Meng, 2008).
The titratable acidity (TA) was determined with phenolphthalein as an indicator with 0.1 N
NaOH, and the results were expressed as mmol H*/100 g of fruit (Meng, 2008). The SS/TA
ratio was determined based on the relationship between soluble solids content and titratable
acidity (Meng et al., 2008). The weight loss of fresh table grapes in each treatment during
storage was measured by monitoring the weight of the fruit at different intervals. Weight loss
was calculated as the percentage loss of initial weight (Meng et al., 2008). The skin color was
measured at three different equatorial positions of the fruit with the CIELab system (L *a* b
*). Hue angle (h*,,) and chroma (C*4,) were measured in a Minolta colorimeter Model CR-
300 (Osaka, Japan), as prescribed by the International Commission on Illumination (CIE,
1986). The firmness determination was performed with a 3-mm-diameter probe (1/8) coupled
to a TA-XT2 Texture Analyzer (Stable Micro Systems, Haslemere, UK), and the results were

expressed as N/mm (Chien et al., 2007).

2.10 Sensory analysis
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Grapes treated with OVEO and ROEO alone and in combinations were
submitted to acceptance and preference tests throughout the 12 days of storage at cold
temperature (to ensure the microbiological safety of samples offered to the panelists) using
affective acceptance and preference tests with 60 untrained tasters. Sensory analysis was
performed after approval by an Ethics Research Committee (protocol 360/08). The analysis
was performed under controlled temperature and lighting conditions in individual booths.
Each panelist received three units of grapes submitted to the different treatments, which were
served on disposable white plates coded with a random three-digit number. The 3-grape
samples were served simultaneously with a blind method of random sequence immediately
after removal from cold storage. Tasters were asked to eat a salty biscuit and drink water
between samples to avoid an aftertaste. For the preference test, tasters were asked to choose
the most and least appreciated sample based on their overall evaluation. The intent to
purchase was assessed with a five-point structured hedonic scale ranging from one (certainly
would not buy) to five (certainly would buy). For the acceptability of appearance, color,
flavor, texture, aftertaste and overall assessment, a nine-point structured hedonic scale was

used, ranging from one (dislike very much) to nine (liked very much).

2.11 Statistical analysis

All analyses were performed in triplicate (one grape from the apical portion,
one from the middle portion and one from the bottom of each cluster) in three replicates, and
the results were expressed as the mean of the data obtained in each replicate. Statistical
analyses were performed with descriptive statistics (mean and standard deviation) and
inferential tests (ANOVA followed by Tukey’s test) to determine statistically significant

differences (P < 0.05) between treatments with Sigma Stat software 2.03.
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3. Results

3.1 In vitro antifungal effects

OVEO and ROEO exhibited MIC values of 0.25 and 1 pL/mL, respectively,
against R. stolonifer URM 3482, A. niger URM 5162 and A. flavus URM 4540. FIC indices
for the combined application of OVOE and ROEO were 0.5 for all tested fungi strains,
suggesting a synergic interaction of the assayed compounds against these fungi. The essential
oils inhibited the growth of fungi tested when applied up to a combination of 1/4 OVOE + 1/4
ROEO. Synergy occurs when the essential oils are applied in combination, even in smaller
quantities, and the combination presents an activity higher than the application of either
essential oil alone. Test strains were capable of growth at sub-lethal concentrations (1/2 MIC,

1/4 MIC) of both essential oils when applied alone.

Regarding the results of synergy, different concentrations of OVEO and ROEO
were chosen (OVEO 0.25 uL/mL; ROEO 1 pL/mL; OVEO 0.12 pL/mL + ROEO 0.5 pL/mL;
OVEO 0.06 pL/mL + ROEO 0.25 pL/mL) for use alone or in combination in assays of
mycelial growth and spore germination inhibition and application on grapes. Over 7 days of
incubation, the OVEO and ROEO alone and in combinations strongly inhibited (95.18 —99.46
%) the growth of the test fungal strains when compared to the control assays (Table 1). The
application of OVOEO and ROEO alone and in the different tested combinations also
strongly inhibited spore germination of the assayed fungi (Table 2). The spore germination
inhibition of the test strains in all assayed essential oil concentrations was greater than 75 %

compared to the number of spores germinated in the control test.

58



3.2 Antifungal effects on fruits

When OVEO and ROEO alone at MIC and in combinations at sub-lethal
concentrations were applied to cover grapes artificially contaminated with spores of A. flavus
and A. niger, the rate of fungal growth was delayed relative to the control experiment
throughout the assessed storage period at both room (12 days) and cold temperatures (24
days). Fruits coated with OVEO and ROEO alone stored at low temperature (12 °C) and
contaminated with A. flavus showed visible fungal growth only from the 18 " and 15 " day of
storage, respectively. Grapes stored at low temperatures and coated with both tested
combinations of OVEO and ROEO showed visible growth of A. flavus from the 18 " day of
storage (25 % of fruits were infected). Fruits infected with A. flavus and treated with both the
tested combinations of essential oils and stored at room temperature presented visible growth

from the 8" day of storage (35 % of fruits were infected).

The growth of A. niger on fruits coated with OVEO alone and stored at cold
temperature was visible from the 10 " day of storage (35 % of fruits were infected), and 40 %
of fruits were infected on the 12 " day of storage. The growth of A. niger on grapes coated
with the combinations of 1/2 MIC of OVEO + 1/2 ROEO and 1/4 MIC OVEO + 1/4 MIC
ROEO and stored at room temperature was visible from the 8 ™ (25% of fruits were infected)
and 10 " day of storage (35 % of fruits were infected), respectively, and reached 45 % of

fruits on the 12 ™ day of storage.

The application of ROEO alone at MIC was less effective in inhibiting the growth
of A. flavus (visible growth from the 15 " and 4 ™ day of storage at low temperature and room
temperature, respectively) and A. niger (visible growth from the 12 ™ and 8 " day of storage at
low temperature and room temperature, respectively) on grapes relative to the inhibitory

effects caused by the application of OVEO alone and by the tested combinations of OVEO
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and ROEO. The infection rate by A. flavus and A. niger in grapes treated with the tested
combinations of OVOE and ROEO and stored at room and cold temperatures was greater than
65 % at the end of the storage period. The control treatments demonstrated fungal growth
from the 4 ™ and 12 " day of storage at room and cold temperatures for A. flavus and A. niger,
respectively; 100 % of fruits were infected at the end of the storage period at room

temperature, and 75 % were infected at cold temperature.

The application of OVEO and ROEO alone and in combination at sublethal
amounts inhibited the native fungal population of fruits because visible signs of infection
were visible from the 8 ™ (40 % of fruits were infected) and 15 ™ (35 % of fruits were
infected) day of storage at room and cold temperature, respectively. Grapes not coated with
the essential oils showed visible signs of fungal infection from the 6 ™ (55 % of fruits were

infected) and 12 ™ (60 % of fruits were infected) day of storage, respectively.

3.4 Effects on physical and physicochemical characteristics of grapes

The physical and physicochemical changes in grapes uncoated or coated with
OVEO and ROEO alone and in combinations were evaluated during storage at room (25 °C)
and cold temperatures (12 °C) (Tables 3 and 4). At most of the evaluated storage intervals, no
differences (P > 0.05) in the firmness of grapes coated and not coated with the essential oils
and stored at both cold and room temperature were found. The levels of titratable acidity and
soluble solids of grapes coated with OVEO and ROEO alone or in combination and stored
under room or cold temperature were equal (P > 0.05) to the values found for the control
experiment during all assessed storage intervals. Grapes submitted and not submitted to

treatments with the essential oils and stored at room temperature presented higher values in
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titratable acidity during the first few days of storage, while during the later storage days, the

values for titratable acidity were lower.

Grapes submitted and not submitted to treatment with OVEO and ROEO alone and
in combination presented similar values (P > 0.05) for soluble solids at any of the assessed
storage intervals at room and cold storage temperatures; the same was found for weight loss
(weight losses approximately 25 % at the final of the storage time; data not shown). For the
longest storage time intervals, at both room and cold temperature, the SS/TA ratios for grapes
coated with OVEO and or ROEO were equal to (P > 0.05) that found for the control
experiment. Grapes submitted and not submitted to treatments with the essential oils increased
(P < 0.05) the values for SS/TA ratios at later storage intervals at both tested storage

temperatures.

The color of grapes coated and not coated with the essential oils alone or in
combination was predominantly purple at the different storage intervals at both tested
temperatures because the values of a* and b* (positive values close to zero) did not differ (P
> 0.05) between the fruits. Furthermore, in all treatments, there was a decrease (P < 0.05) in
h* values and a concomitant increase in the C* value, revealing a color change from blue to
purple in the fruits and a maintenance of the fruits’ brightness, which was identified from the

reading in L*.

3.5 Effects on the sensory characteristics of grapes

Grapes treated and untreated with OVEO and ROEO alone and in
combinations were submitted to acceptance and preference tests throughout the 12 days of

storage at cold temperature. Grapes treated and not treated with the essential oils received



similar scores (P > 0.05) for all sensory attributes at time zero, with the exception of
aftertaste. Scores related to the color and firmness of grapes coated with the essential oils
alone and in combination (“neither liked nor disliked” to “like moderately”) did not differ (P
> (.05) from the control experiment (“like moderately”). Scores related to the appearance of
grapes covered with the combination of ¥2 MIC of the essential oils and in the control
experiment were higher (P < 0.05) than those found for grapes treated with the essential oils
alone or in combination and 1/2 MIC only on the 6 ™ day of storage. Scores for appearance
and color always corresponded to “liked slight” or "liked moderately." No differences (P >
0.05) were found for appearance and color of grapes covered and not covered with the

essential oil over the storage period.

For the attributes aroma, flavor and aftertaste the highest scores (P < 0.05) were
found for the control grapes (“neither liked nor disliked” to “like moderately”), with the
exception of the scores for taste and aftertaste in fruits covered with 1/4 OVEO + 1/4 ROEO
on the 12 " day of storage (“neither liked nor disliked”), which were similar (P > 0.05) to
those given to the control grapes. In general, the scores for the flavor of grapes covered with
the essential oils alone and in combinations increased during the assessed storage period in

contrast to a decrease in the scores found for taste during the same period.

For overall evaluation, higher scores on the 6 ™ day of storage were found for the
control experiment (“like moderately”); however, the scores for grapes covered with the
combination of 1/4 MIC OVEO + 1/4 MIC ROEO (“like moderately”) were similar to those
found for the control experiment (“like moderately”) on the 12 t day of storage. No clear
effects of the storage time were found on the attributes of aftertaste, firmness and overall

evaluation of the grapes covered and not covered with essential oils.
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When asked to report about the intent to purchase, the panelists reported differences
between fruits treated and not treated with OVEO and ROEO alone and in combination. For
fruits not treated with the essential oils, the responses were generally “purchase,” while for
fruits treated with the essential oils alone or in combination, the responses were “maybe
would purchase/maybe would not purchase” at all of the assessed storage periods. The results
of the preference test showed that the control experiment was the most accepted at the zero
time and the 6 " day of storage followed by grapes covered with the mixture of 1/4 MIC
OVEO + 1/4 MIC ROEO. However, on the 12 ™ day of storage, the fruits covered with 1/4
MIC OVEO + 1/4 MIC ROEO were the most accepted followed by the control experiment
and grapes covered with 1/2 MIC OVEO + 1/2 MIC ROEO. Grapes covered with OVOE or

ROEO alone were the least preferred for all assessed storage periods.

4. Discussion

The efficacy of the combined use of OVEO and ROEO at sublethal concentrations
in inhibiting the survival of some pathogenic postharvest fungi and autochthonous mycoflora
associated to table grapes was assessed in this study. The combined application of OVOE and
ROEO at different sublethal concentrations inhibited the growth in fungal growth media and
the germination of spores of R. stolonifer, A. flavus and A. niger. The strong, rapid and
consistent antifungal effect resulting from the combined application of OVEO and ROEO in
combination at sublethal amounts suggests an enhanced antifungal effect resulting from the

combined application of these compounds.

The highlighted inhibition of spore germination caused when the tested fungi were
exposed to the mixtures of OVEO and ROEO is an interesting finding because the spore is

known to be an important structure for the survival and spread of fungi (Rabea et al., 2009);
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therefore, the application of compounds that strongly inhibit spore germination or cause the
destruction of these structures are interesting candidates for the control of spore populations
and spreading on various substrates or environments (Plascencia-Jatomea et al., 2003; Sharma
and Tripathi, 2008). In a previous study, the combination of chitosan and OVEO at sublethal
amounts caused significant morphological changes in spores (wilting, disruption, loss of
cellular material and deepening of ridges) and mycelia (thinning, wrinkling and loss of
cytoplasmic material) of R. stolonifer and A. niger (Santos et al., 2012). The authors
suggested that the mechanism by which chitosan and OVEO inhibited spore germination

resulted from their interaction with the cell wall of spores.

The application of the OVEO and ROEO at sublethal concentrations (1/4 MIC + 1/4
MIC; 1/2 MIC + 1/2 MIC) resulted in similar or greater inhibition of R. stolonifer, A. flavus
and A. niger on grapes and of the autochthonous mycoflora relative to the effects caused by
the application of both essential oils alone, suggesting a synergistic antifungal effect of
OVEO and ROEO. The synergy of OVEO and ROEO against postharvest pathogenic fungi
has not been previously reported. Azerédo et al. (2011) found a synergistic effect of the
combined application of OVEO and ROEO against the bacteria associated with minimally
processed vegetables, Listeria monocytogenes; Yersinia enterocolitica; and Aeromonas
hidrophylla, and an additive effect against Pseudomonas fluorescens. According to these
authors, the increased antimicrobial activity caused by the mixture of OVEO and ROEO
could be partially explained by considering the different compounds found in each essential
oil. It is reasonable to hypothesize that a combination of essential oils with similarly

structured compounds may exhibit an additive rather than synergistic effect.

Generally, essential oils possessing the strongest antimicrobial properties contain

high amounts of carvacrol and or thymol, such as the OVEO (carvacrol, 66.9%) assayed in
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this study (Azéredo et al., 2011). The authors also suggested that that hydroxyl groups
enhance the antimicrobial properties of essential oils; therefore, 1,8-cineole, which is the most
prevalent compound in the ROEO assayed in this study (32.2 %; Azéredo et al., 2011), may
also contribute to the establishment of the fast and steady antimicrobial effect achieved with
the combination of the essential oils. In another study, Sousa et al. (2012) also found a
synergistic effect of carvacrol and 1,8-cineole against L. monocytogenes, Y. enterocolitica, A.

hidrophylla and P. fluorescens.

Minor components found in essential oils may also have a critical role in the
establishment of the synergistic antimicrobial effect of OVEO and ROEO (Gutierrez et al,
2009). Accordingly, hydrocarbons (such as a-pinene, camphene, myrcene, a-terpinene and p-
cymene), which are known to possess very weak antimicrobial properties, found in ROEO
(Azéredo et al., 2011) in amounts higher than 1% appear to swell microbial cells, therefore

enabling carvacrol to be more easily transported into the cell (Gutierrez et al., 2008).

Previous studies reported the efficacy of some essential oils in significantly inhibiting
the growth of postharvest pathogenic fungi (Xing et al., 2012; Omidbeyqgi et al., 2007). Carmo
et al. (2008) and Mitchell et al. (2010) reported the inhibition of Aspergillus species (A.
parasiticus, A. terreus, A. flavus and A. ochraceus) by OVEO (0.6 - 80 uL/mL) for 14 days at
25 °C. Santos et al. (2012) reported a strong inhibitory effect of the application of chitosan (5
and 2.5 mg/mL) and OVEO (2.5 and 1.25 pL/mL) at sub-lethal amounts toward R. stolonifer
and A. niger in artificially infected table grapes as well as of the autochthonous mycoflora of
table grapes stored at both room and cold temperatures. Freire et al. (2012) observed a strong
inhibitory effect on the growth of various postharvest pathogenic fungi (A. flavus, A.

parasiticus, A. niger, A. ochraceus, Colletrichum gloesporioides and C. musae) by Mentha
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piperita essential oil (0.1 and 0.2 mL/100 mL). Menthone, neo-menthol and carvone were

identified as the major fungitoxic compounds of this essential oil.

Taking into account that the physical, physicochemical and sensory parameters of
fruits are the essential characteristics of general quality that influence their shelf life and
acceptance by consumers, this study assessed the effects that OVEO and ROEO alone and in
combination at sublethal amounts had on these attributes in table grapes at room temperature
and in cold storage. In agreement with the results obtained in this study, other studies have
also reported that the application of essential oils or their compounds alone or in combination
preserved or improved the physical and physicochemical quality of fruits and vegetables
(Sanchez-Gonzalez et al., 2011; Hassani et al., 2012; Azerédo et al., 2011; Sousa et al., 2012;
Santos et al., 2012) and preserved the sensory aspects throughout the low-temperature storage
period (Abdolahi et al., 2010, Xiao et al., 2010, Xing et al., 2011). These data show that the
combination of OVEO and ROEOQ at sub-lethal concentrations could be considered as an
alternative to the sensory impact, particularly to flavor and taste, resulting from the

application of essential oils alone at higher concentrations on fruits.

To the best of our knowledge, the findings of this study demonstrate for the first
time that the application of OVOE and ROEO in combination at different sublethal
concentrations can inhibit the growth of some postharvest pathogenic fungi and the native
mycoflora on table grapes stored at room and cold temperatures. Furthermore, the combined
application of the tested substances did not negatively affect the physical, physicochemical or
sensory aspects of the grapes during the storage period. These results reveal the potential
efficacy of the combined application of OVEO and ROEOQ at sublethal amounts to control the

growth and survival of pathogenic fungi in fruits, particularly A. flavus, A. niger and R.
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stolonifer in grapes, which may be an interesting alternative to synthetic antifungal agents that

are currently applied to reduce postharvest losses caused by these postharvest pathogens.
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Table 1. Growth inhibition (radial mycelial growth) of R. stolonifer URM 3728, A. niger 5842 URM
and A. flavus URM 4540 in liquid medium throughout seven days of exposure to O. vulgare L. and R.
officinalis L. essential oils alone and in different combinations.

Days of exposure ( Percent of inhibition)

Treatments 3 5 7

Rhizopus stolonifer URM 3728

OVEO (MIC: 0.25pL/mL) 97.88% 97.67% 95.64%
ROEO (MIC: 1 pL/mL) 96.89% 97.61% 95.18%
OVEO (1/4 MIC: 0.06 uL/mL) + ROEO (L/4AMIC: 0.25 uL/mL)  96.21% 98.57% 95.02%
OVEO (1/2 MIC: 0.12 uL/mL) +ROEO (1/2 MIC: 0.5 pL/mL)  97.80% 98.89% 95.80%

Aspergillus niger URM 5842

OVEO (MIC: 0.25pL/mL) 98.49% 97.31% 98.52%
ROEO (MIC: 1 pL/mL) 97.41% 96.63% 98.88%
OVEO (1/4 MIC: 0.06 uL/mL) + ROEO (1/4MIC: 0.25 pL/mL)  98.26% 96.34% 99.46%
OVEO (1/2 MIC 0.12 pL/mL) + ROEO (1/2 MIC: 0.5 uL/mL) 98.35% 96.51% 97.94%

Aspergillus flavus URM 4540

OVEO (MIC: 0.25uL/mL) 98.60% 98.98% 97.96%
ROEO (MIC: 1 pL/mL) 98.31% 97.71% 97.72%
OVEO (1/4 MIC: 0.06 pL/mL) + ROEO (1/4 MIC: 0.25 pL/mL) 97.09% 97.35% 97.18%
OVEO (1/2 MIC: 0.12 pL/mL) + ROEO (1/2 MIC: 0.5 pL/mL) 96.55% 95.87% 96.45%

OVEO: essential oil from O. vulgare L.
ROEO: essential oil from R. officinalis L.
Results expressed as percent inhibition of mycelial mass in relation to the control assay (0 pl/mL of essential oil oil)



Table 2. Inhibition of spore germination of R. stolonifer URM 3728, A. niger URM 5842 and A. flavus
URM 450 when exposed to O. vulgare L. and R. officinalis L. essential oils alone and in different

combinations.

Percent of inhibition

Treatments R. stolonifer  A. niger A, flavus
URM 3728 URM 5842 URM 4540
OVEO (MIC: 0.25 pL/mL) 95% 100% 100%
ROEO (MIC: 1 pL/mL) 75% 78% 94%
OVEO (1/4 MIC: 0.06 uL/mL) + ROEO (1/4 MIC: 0.25 pL/mL) 93% 93% 96%
OVEO (1/2 MIC: 0.12 uL/mL) + ROEO (1/2 MIC: 0.5 uL/mL) 90% 91% 93%

OVEOQ: essential oil from O. vulgare L.
ROEO: essential oil from R. officinalis L.
Results expressed as percent inhibition of spores germination in relation to the control assay (0 uL/mL)
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Table 3. Mean values of physical and physicochemical quality in grapes cultivar Isabella coated with O. vulgare L. and R. officinalis L. essential oils alone

and in different combinations, and stored at room temperature (25°C) for 12 days.

Treatment Days of storage
0 2 4 6 8 10 12
Firmness (N/mm)
CTR 48.39 (+1.5) 45.42 (x1.9) 5.70 (x0.7) 5.01 (x0.7) 5.02 (+0.8)° 521 (x1.1)°  4.89(x0.3)°
OVEO 1/4 MIC + ROEOQ 1/4 MIC 53.67 (+1.3) 48.40 (£1.5) 5.20 (+0.7) 4.11 (+0.5) 4.78 (+0.6)" 5.45 (¥1.1)"  4.87 (x1.5)°
OVEO 1/2 MIC + ROEO 1/2 MIC 49.87 (+1.5) 43.64 (+1.8) 5.40 (+0.8) 4.45 (+0.9) 3.92 (x0.7) 3.80 (¥1.3)*  3.81(0.8)°
OV MIC 50.76 (+1.0) 49.64 (+1.5) 450 (+1.2) 4.71 (+0.4) 4,57 (0.8)" 471 (x0.8)"  4.69(x0.7)°
RO MIC 49.78 (+1.5) 42.31 (x1.1) 4.92 (+0.9) 4.90 (+0.7) 5.31 (+0.8)° 5.74 (+0.8)"  4.59 (x1.2)°
Titrable acidity (mmol H'/100 g of fruit)
CTR 51.33 (+1.9) 38.60 (+3.8) 34.62 (+1.1) 33.75(+¥2.3)  33.75(¥22)  33.73(¥11)  36.60 (x0.0)
OVEO 1/4 MIC + ROEO 1/4 MIC 48.00 (+1.1) 36.67 (+1.9) 39.65 (+1.1) 39.40 (+1.1) 3851 (x1.1)  39.05(x0.0)  32.02(0.0)
OVEO 1/2 MIC + ROEO 1/2 MIC 40.90 (+1.1) 34.50 (+1.1) 33.30 (+1.9) 36.25(+1.9)  36.40(+2.2)  31.34(x0.0)  33.81(2.1)
OV MIC 46.8 (+0.0) 34.30 (+2.2) 32.90 (+1.9) 33.50 (+3.3) 3250 (+2.2)  33.70 (¥1.1)  32.90 (+1.9)
RO MIC 41.41(+3.1) 38.60 (+1.8) 34.60 (+1.1) 38.45(+2.6)  33.70 (+2.9)  38.60 (+0.0)  38.75(+0.0)
Soluble solids (°Brix)
CTR 1.40 (+0.1) 1.23 (+0.1) 1.33 (+0.1) 1.80 (+0.1) 1.80 (+0.1) 1.60 (+0.2) 1.73 (+0.1)
OVEO 1/4 MIC + ROEO 1/4 MIC 1.30 (+0.1) 1.50 (+0.0) 1.50 (+0.0) 1.50 (+0.2) 1.70 (+0.1) 1.60 (£0.1) 1.90 (+0.2)
OVEO 1/2 MIC + ROEO 1/2 MIC 1.30 (+0.1) 1.40 (+0.1) 1.40 (+01) 1.33 (+0.1) 1.63 (+0.2) 1.70 (+0.1) 1.80 (+0.0)
OV MIC 1.40 (£0.1) 1.40 (£0.1) 1.40 (£0.1) 1.30 (£0.2) 1.40 (£0.1) 1.53 (+0.1) 1.50 (+0.3)
RO MIC 140 (+0.0) 1.30 (+0.1) 1.30 (+0.1) 1.40 (+0.3) 1.90 (+0.1) 1.40 (+0.3) 1.33 (+0.3)

CTR: control (0 uL/mL); OVEO 1/4 MIC: 0.06 pL/mL + ROEO MIC: 0.25 pL/mL; OVEO 1/2 MIC: 0.125 pL/mL + ROEO 1/2 MIC: 0.5 pL/mL; OV MIC: 0.25 pL/mL;
ROEO CIM: 1 pL/mL. #*®For each trial, different superscript lowercase letters in the same column denote differences (P < 0.05) between the mean values according to

Tukey’s test.
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Table 4 . Mean values of physical and physicochemical quality in grapes cultivar Isabella coated with O. vulgare L. and R. officinalis L. essential oils alone
and in different combinations, and stored at cold temperature (12°C) for 24 days.

Treatments Days of storage
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Firmness (N/mm)
CTR 48.37 (£1.4)  47.40 (x1.3) 5.01 (x0.8) 4.33(x0.8) 4.28 (x0.5) 4.25 (x0.7) 3.64 (x0.6) 3.83(x0.4)  2.86(x0.5)"
OVEO 1/4 MIC + ROEO 1/4 MIC  53.49(x1.7)  43.75 (+1.1) 4.11 (x0.5) 4.95(0.8) 4.89 (x0.1) 4.03 (x0.5) 3.65 (x0.3) 3.50(0.6) 3.54 (x0.9)°
OVEO 1/2 MIC + ROEO 1/2 MIC  54.37(x1.7)  52.90 (+1.0) 4.45 (x0.9) 4.60 (0.9) 4.12 (x0.6) 4.01(x0.2)  4.10(x1.0) 3.69(x0.7) 3.55 (£0.5)°
OVEO MIC 51.24(x1.0)  48.64 (+1.5) 4.71 (20.4) 4.34(0.4) 4.76 (£1.6) 4.03 (x0.5) 3.65 (x0.9) 3.25(x0.8)  2.02(x0.5)°
ROEO MIC 53.39 (x1.5) 52.44 (x0.4) 4.90 (x0.7) 4.98 (1.0) 4.86(+0.4) 3.80 (x0.2) 3.86 (x0.9) 3.30(x1.0) 3.26 (£1.5)°
Titrable acidity (mmol H*/100 g of fruit)
CTR 52.33 (¥1.9)  46.93 (x1.9) 47.01 (x1.1)° 46.80 (x1.1)°  47.70 (¥1.0)°  46.40 (x1.2° 47.50(x1,2° 36.65(x1.9)*® 37.95 (x1.9)""
OVEO 1/4 MIC + ROEO 1/4 MIC 48.00 (21.1)  47.10 (¥2.2) 42.00 (£1.0)*  43.90 (2.2)°  44.30 (£1.8)"  42.30 (+1.1)" 47.64 (¥1,1)° 4120 (x1.9)° 41.10 (¥1.9)°
OVEO 1/2 MIC + ROEO 1/2 MIC 40.90 (+1.1)  40.00 (¥1.1) 47.81 (#1.1)° 4314 (21.9°  46.53(¥2.2)° 39.43(+1.4)° 38.74(¥22)"  31.90(x1.1)*  33.30 (+¥2.3)°
OVEO MIC 46.80 (0.0)  46.90 (+1.9) 47.20 (2.2)°  47.75(#2.2)°  48.20 (x1.2)"  46.43 (¥16)°  47.00 (+0,0)°  37.70 (x2.2)" 38.30 (+1.1)°
ROEO MIC 43.10 (£2.2) 4270 (x1.1) 41.00 (£#1.9)* 38.15(21.9)*  33.65 (x1.1)*  34.84 (+1.9° 33.94(¥22)"  33.05(x2.4)*° 32.93 (+1.9)°
Soluble solids (°Brix)
CTR 1.40 (£0.1) 1.50 (20.1) 1.50 (20.2) 1.30 (20.1) 1.50 (20.1) 1.31(20.2) 1.43(x0.1) 1.70(x0.2)  1.80(*0.2)
OVEO 1/4 MIC + ROEO 1/4 MIC  1.30 (20.1) 1.33(20.2) 1.43 (20.1) 1.43 (20.1) 1.60 (20.1) 1.42 (20.1) 1.60 (20.2) 1.70 (20.1)  1.53(x0.1)
OVEO 1/2 MIC + ROEO 1/2 MIC 1.0 (¥0.1) 1.40 (20.1) 1.60 (20.1) 1.60 (20.0) 1.50 (20.1) 1.48 (20.2) 1.43 (20.1) 1.80 (20.1)  1.40(x0.2)
OVEO MIC 1.40 (£0.1) 1.30 (20.1) 1.43 (20.1) 1.50 (20.1) 1.70 (20.1) 1.51 (20.3) 1.50 (20.1) 1.60(x0.2)  1.43(x0.2)
ROEOQ MIC 1.40 (£0.0) 1.20 (20.2) 1.40 (20.2) 1.50 (20.2) 1.20 (20.2) 1.53 (20.1) 1.60 (20.1) 1.33(x0.3)  1.70 (x0.1)

CTR: control (0 uL/mL); OVEO 1/4 MIC: 0.06 pL/mL + ROEO MIC: 0.25 pL/mL; OVEO 1/2 MIC: 0.125 pL/mL + ROEO 1/2 MIC: 0.5 pL/mL; OV MIC: 0.25 pL/mL; ROEO CIM: 1
pL/mL. ®~°For each trial, different superscript lowercase letters in the same column denote differences (P < 0.05) between the mean values according to Tukey’s test.
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Table 5. Mean sensory scores for grapes cultivar Isabella coated with the essential oils from O.

vulgare L. and R. officinalis L. alone and in combinations and stored at cold temperature (12°C).

OVEO 1/4 MIC
. OVEO 1/2 MIC +
Altributes Daysof C'R + ROEO 1/4 ROEO12MIC ~ ROEOCIM - OVEOMIC
storage MIC
Appearance 0 7.72 (x0.6) 7.38 (x0.5) 7.06 (x0.7) 7.36 (0.4) 7.36 (£0.8)
6 7.30 (£0.6)®  6.42(x0.4)° 6.60 (+0.6) * 6.36 (£0.7)*  7.04 (x0.5)°
12 7.70 (+0.3) 6.96 (+0.4) 6.86 (+0.4) 6.82 (+0.6) 7.24 (£0.2)
Color 0 7.70 (+0.5) 7.44 (+0.4) 7.32(+0.3) 7.24 (+0.8) 7.26 (+0.7)
6 7.54 (+0.6) 6.52 (+0.7) 6.64 (+0.8) 6.52 (+0.7) 7.04 (+0.6)
12 8.20 (+0.7) 7.62 (+0.5) 7.36 (+0.6) 7.00 (+0.8) 7.60 (+0.9)
Flavor 0 6.92 (+0.5)®  6.68 (+0.3) & 5.46 (+0.7) A 6.73(x05) 8  5.72(x0.6) "
6 6.38 (x0.2) ™  5.60 (x0.6) ** 5.36 (+0.8) 5.42 (+0.6) *  5.98 (+0.5)
12 7.76 (+0.3) " 7.08 (+0.3) *® 6.76 (+0.6) ® 6.82 (+0.5) ®  6.96 (+0.6) *®
Taste 0 7.42 (£0.7) ¢ 5.98 (+0.5) <° 3.64 (+0.4) 5.06 (x0.4)*®  4.68 (+0.3) *A
6 6.22 (+0.3) ®  4.38 (+0.4) *A 4.30 (+0.5) *® 3.30 (x0.3) *  5.30 (+0.4) B
12 5.56 (+0.2) "*  5.04 (0.4) *® 3.28 (x0.3) # 3.36 (x0.6) *  3.90 (x0.3)
After taste 0 6.30 (x0.4) ¢ 5.50 (+0.5) & 3.34 (+0.6) 4.86 (+0.4)"®  4.16 (+x0.8) A
6 5.98(+0.2) ¢  4.32(x0.3) 4.04 (+0.7) ® 3.38(x0.5)*  5.34(0.6) "B
12 6.14 (0.6) ¢ 5.36 (+0.4) *® 3.52 (+0.6) ® 3.14 (x0.6) *  3.90 (+0.5) **
Firmness 0 7.36 (£0.4) 6.76 (+0.6) © 6.14 (+0.5) 6.66 (+x0.6)°  6.58 (+0.6) ©
6 6.54 (+0.5) 5.62 (+0.8) 5.56 (+0.4) 5.32(x0.4) "  6.06 (+0.4) *®
12 6.30 (+0.5) 6.54 (+0.4) & 5.84 (+0.7) 5.90 (+0.3) *® 532 (+0.5) "
Overall 0 6.64 (+0.8) 6.24 (+0.7) B 4.52 (+0.5) 5.74(x0.6)®  5.44(+05)°
evaluation
6 6.48 (+0.5)°  4.88 (+0.6) * 4.82 (+0.3) ® 4.12 (+0.4) *  5.68 (+0.6) *®
12 6.16 (¥0.3)°  6.02 (x0.6) *® 4.28 (£0.3) ° 422 (£0.4)**  4.44(x05)*

CTR: control (0 uL/mL); OVEO 1/4 MIC: 0.06 pL/mL + ROEO 1/4 MIC: 0.25 pL/mL; OVEO 1/2 MIC: 0.125 pL/mL +
ROEO 1/2 MIC: 0.5 uL/mL; OV MIC: 0.25 puL/mL; ROEO CIM: 1 pL/mL. ® ° For each trial, different superscript

lowercase letters within a row denote differences (P < 0.05) between the mean values according to Tukey’s test;

@

Different superscript capital letters in the same column denote differences (P < 0.05) between the mean values according

to Tukey’s test.
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