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RESUMO

Este estudo avaliou a eficacia de revestimentos de goma arabica (GA) e 6leo essencial
de Origanum vulgare L. (OEOV) sozinho ou em combinacdo com o 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L. (OERQO) como tratamento pds-colheita para controlar a
podriddo mole causada pelo fungo Rhizopus stolonifer em ameixas durante o
armazenamento a temperatura ambiente (25 °C durante 8 dias) e temperatura refrigerada
(12 °C durante 21 dias). Os efeitos dos revestimentos nas caracteristicas fisico-quimicas
e organolépticas dos frutos também foram avaliados. As concentracfes inibitdrias
minimas (CIM) do OEOV e do OERO foram 0,25 puL/mL e 1 uL/ mL, respectivamente.
O indice de Concentracdo Inibitoria Fracionada dos 6leos essenciais (EOs) combinados
foi < 0,25 contra Rhizopus stolonifer indicando interacdo sinérgica. A incorporagdo da
combinacdo de GA (1 mg/mL) e OEQV (0,25 pL / mL) ou de GA (1 mg/mL) e OEOV
(0,06 pL / mL) + OERO (0,25 pL / mL) inibiu fortemente o crescimento micelial, a
germinacdo de esporos e a esporulacdo de R. stolonifer. As combinacdes de GA +
OEOV (GA-OEQV) e GA + OEOV + OERO (GA-OEOV-OERO) retardaram a
ocorréncia de podriddo mole em ameixas artificialmente contaminadas e reduziram o
namero de frutos infectados no final do armazenamento na temperatura ambiente e
refrigerada. Os revestimentos GA-OEOV ou GA-OEOV-OERO preservaram 0s
aspectos de qualidade fisico-quimicas pds-colheita e reforcaram 0s parametros
sensoriais cor e aroma das ameixas. No entanto, o revestimento GA-OEOV afetou
negativamente o atributo sabor residual. Frutos revestidos com GA-OEQV e GA-
OEOV-OERO exibiram maiores quantidades de xilose, &cido maélico, elagico e rutina
nos periodos de armazenamento avaliados em comparacdo com aqueles nao-revestidos.
Esses resultados indicam que revestimentos de GA e OEOV sozinho ou em combinacao
com OERO sdo tratamentos promissores para a prevencdo da podriddo mole e

manutencdo da qualidade pds-colheita de ameixas.

Palavras-chave: Prunus domestica L., revestimentos comestiveis, Rhizopus stolonifer,

qualidade pds-colheita.
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ABSTRACT

In this study, the efficacy of coatings comprising gum arabic (GA) and the essential oil
from Origanum vulgare L. (OVEO) alone or in combination and Rosmarinus officinalis
L. (ROEO) as a postharvest treatment to control Rhizopus soft rot on plums during
storage at room temperature (25 °C for 8 days) and cold temperature (12 °C for 21 days)
was evaluated. The effects of these coatings on some physicochemical and sensory
characteristics of the fruit were also assessed. The minimum inhibitory concentrations
(MIC) of OVEO and ROEO were 0.25 pL/mL and 1 pL/mL, respectively. The
Fractional Inhibitory Concentration Index of the combined EOs (< 0.25) against
Rhizopus stolonifer indicated a synergic interaction. The incorporation of a combination
of GA and OVEO at 0.25 pL/mL or of GA and OVEO at 0.06 pL/mL plus ROEO at
0.25 pL/mL in the growth media strongly inhibited the mycelial growth, spore
germination and sporulation of R. stolonifer. Both the combination of GA + OVEO and
GA + OVEO + ROEO delayed the occurrence of soft rot in artificially contaminated
plums and decreased the number of infected fruits at the end of storage at room and cold
temperatures. GA-OVEO or GA-OVEO-ROEO coatings preserved the postharvest
physicochemical quality aspects and enhanced the sensory parameters color and flavor
of plums. However, the GA-OVEO coating negatively affected the aftertaste of fruit.
Fruit coated with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO exhibited greater amounts of
xylose, malic and ellagic acid and rutin at the assessed storage period. These results
indicate the coatings comprising GA and OVEO alone or in combination with ROEO as
promising postharvest treatments to prevent the Rhizopus soft-rot and preserve the

postharvest quality in plums.

Keywords: Prunus domestica L., edible coatings, Rhizopus stolonifer, postharvest

quality.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de frutas no mundo. Nos Gltimos
dez anos, a producéo de frutas no pais teve um crescimento em torno de 110% e 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 econémicas encontrado no Brasil (OLIVEIRA; FARIAS FILHO, 2012).

Embora segmentos da cadeia produtiva da agricultura brasileira estejam em
destacavel expanséo, alguns permanecem frageis e pouco estudados, como € o caso das perdas
pos-colheita em frutas. Os patdgenos, principalmente, os quiescentes em pos-colheita, tém
causado destacaveis transtornos aos atacadistas, varejistas e principalmente aos importadores
de frutos, vindo a causar perdas considerdveis e impacto na suficiéncia da atividade
(SENHOR et al., 2009).

A ameixa (Prunus domestica L.) € uma espécie frutifera de regiGes de clima
temperado, mundialmente consumida in natura. A producdo comercial da ameixa ultrapassa
10 milhdes de toneladas/ ano e um dos principais problemas relacionados a perdas pos-
colheita desta fruta é a deterioracdo por fungos patogénicos (FAO, 2011; CHEN E ZHU,
2011). A podriddo mole em ameixas é causada por fungos do género Rhizopus, sendo a
espécie R. stolonifer amplamente associada a elevados prejuizos econémicos decorrentes das
perdas apos a colheita (BAGGIO, 2015). Embora tratamentos com fungicidas quimicos tem
sido eficientemente aplicados como o principal método de controle de R. stolonifer em
ameixas, ha uma crescente preocupacdo sobre o uso destes aditivos sintéticos em frutas
devido a possiveis efeitos toxicos de seus residuos para humanos e para o ambiente, bem
como devido a emergéncia de cepas flngicas resistentes (SANTOS et al., 2012; KARACA et
al., 2014).

Para atender a crescente exigéncia do consumidor por produtos alimenticios mais
naturais, e com uma vida Util prolongada, tem sido observado mudancas no processamento de
alimentos, incluindo a busca de novos compostos antimicrobianos (FAI; STAMFORD;
STAMFORD, 2008). Neste cenario, a aplicacdo de revestimentos comestiveis com
propriedades antimicrobianas tem sido considerada uma alternativa promissora para inibir o
crescimento e sobrevivéncia de fungos patogénicos pds-colheita (NGUEFACK et al., 2009;
CAMELE et al, 2010; CORREA-ROYERO et al., 2010; SHUKLA et al., 2012).
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A goma arébica é um biopolimero atoxico e biodegradavel, obtido a partir de caules e
ramos de acéacia, composto de galactose, ramnose, arabinose e &cido glucordnico
(MAQBOOL et al., 2011). Este polissacarideo possui potencial como filme ou revestimento
devido as suas propriedades emulsificantes (ALI et al., 2010). Revestimentos de goma arabica
adicionados de substancias antimicrobianas tem sido estudado como alternativas para
tratamento pos-colheita em cogumelos (JIANG, FENG, ZHENG E LI, 2013), peixes
(LUYUN CAl et al., 2014), bananas (MAQBOOL, ALI, ALDERSON, ZAHID E SIDDIQUI,
2011), mamédo (MAQBOOL et al., 2011) e tomates (ALl et al., 2010).

Os Oleos essenciais de plantas tém recebido destaque como antimicrobianos para
controle de patdgenos pds-colheita devido as suas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (RASOOLI; REZAEI; ALLAMEH, 2006; SOUSA et al., 2012). Oleos
essenciais sdo compostos volateis complexos produzidos em diferentes partes dos vegetais,
reconhecidos por possuir diversas fun¢des nas plantas, incluindo a de protecdo contra a acao
de micro-organismos fitopatégenos (FENG; ZHENG, 2007). Estas substancias se destacam
como antimicrobianos naturais de amplo espectro reconhecidos como GRAS (Geralmente
Reconhecido como Seguro) nas doses geralmente aplicadas em alimentos (OMIDBEYGI et
al., 2007; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2009).

Considerando tais aspectos, 0 presente estudo teve como objetivo i) avaliar in vitro 0s
efeitos da aplicacdo de goma arébica e dos 6leos essenciais de Rosmarinus officinalis L.
(OERO - alecrim) e de Origanum vulgare L. (OEQV - orégano) sozinhos ou em combinacao
na inibicdo do crescimento de R. stolonifer; ii) avaliar os efeitos da aplicacdo de coberturas
comestiveis compostas de goma ardbica e OEOV sozinho ou em combina¢do com OERO no
controle da podriddo mole em ameixas armazenadas em temperatura ambiente e refrigerada;
iii) avaliar os efeitos da aplicacdo de coberturas comestiveis compostas de goma arabica e
OEOQV sozinho ou em combinacdo com OERO nas caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e

sensoriais dos frutos durante o armazenamento a temperatura ambiente e refrigerada.


http://translate.googleusercontent.com/translate_f#6
http://translate.googleusercontent.com/translate_f#6
http://translate.googleusercontent.com/translate_f#6
http://translate.googleusercontent.com/translate_f#6
http://translate.googleusercontent.com/translate_f#8
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AMEIXAS: PRODUCAO E QUALIDADE POS-COLHEITA

A ameixeira (Prunus domestica L.) pertence a familia das Rosaceas, uma das maiores
familias de dicotileddneas, sdo produzidas em varias regifes geograficas e consumidas em
todo 0 mundo, sendo cultivadas comercialmente em mais de 80 paises e a producao total € de
mais de 10 milhGes de toneladas por ano (FAO, 2011).

Os principais paises produtores de ameixa sdo a China, com aproximadamente 51% da
producdo, seguida pela Sérvia com 5,1%, Roménia com 5% e os Estados Unidos com 4,9%.
Na América Latina, o Chile destaca-se como o maior produtor, seguido pela Argentina. No
Brasil, o cultivo da ameixa ganhou impulso nas ultimas quatro décadas, deixando de ser uma
cultura de subsisténcia para ser cultura comercial (FAOSTAT, 2013).

O mercado brasileiro de comercializacdo de ameixas, é de aproximadamente 653 mil
toneladas por ano, sendo que praticamente a metade desta demanda é suprida pela importacédo
do produto de paises como Argentina, Espanha e Chile (MULLER, 2013). No ano de 2014,
aproximadamente 63 mil toneladas de ameixa foram comercializadas somente na Companhia
de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo-CEAGESP-SP (FNP, 2015). O cultivo da
ameixa no Brasil ¢ uma atividade de alta rentabilidade para os produtores, estimada em US$
5.200 por hectare, além de estar relacionada com a geracdo de empregos no campo, por exigir
méo de obra especializada e continua (BUAINAIN; BATALHA, 2007). Sd0 escassos 0S
levantamentos sobre o cultivo de ameixa no Brasil, os dados atuais relatam aproximadamente
4,5 mil hectares cultivados, o cultivo de ameixa ocorre praticamente em sua totalidade, nas
regibes Sul e Sudeste do pais, com destaque para os estados de Santa Catarina (24%), Séo
Paulo (23%), Parana (22%), Rio Grande do Sul (21%) e Minas Gerais (10%) (FACHINELLO
etal., 2011).

As condicBes de mercado tém sido altamente favoraveis a comercializagéo, havendo
espaco para o crescimento da producdo nacional, uma vez que boa parte da demanda sdo
cobertas pela importacdo da fruta produzida em outros paises (KIST et al., 2012). Em razéo
do enorme potencial econémico, politicas de desenvolvimento regional tém sido implantadas
para apoiar e incentivar o desenvolvimento da cultura nas regiGes favoraveis as suas
exigéncias climaticas. Apesar da ameixa estar entre as 20 frutas mais adaptaveis a clima

temperado produzida no Brasil e do cenario ser muito promissor para sua expansao,
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problemas fitossanitarios tém exigido muita atencdo por parte dos produtores (MULLER,
2013).

Frutos de ameixa sdo bastante sensiveis &s injarias pds-colheita, especialmente as
doencas provocadas por patogenos necrotroficos. As doencas pds-colheita séo provavelmente
a causa mais séria dessas perdas em produtos pereciveis como frutos e hortalicas (VILAS
BOAS, 2002). Doencas pos-colheita sdo definidas como doencas cujos sintomas aparecem
apos a colheita. Nesta categoria € possivel estabelecer dois grupos: (i) doencas pods-colheita
tipicas e (ii) doencas pos-colheita quiescentes. No primeiro grupo estdo os patdgenos cuja
infeccdo ocorre na maioria das vezes por ferimento. J& no segundo grupo, a infecgdo ocorre
no campo, algumas vezes durante a florada, permanecendo latente durante todo o
desenvolvimento do fruto (AMORIM; MARTINS; BASSETO, 2005).

A ameixa € suscetivel aos dois grupos de doenca pos-colheita, em funcao,
principalmente, do seu elevado teor de 4gua, que oscila entre 75 e 95%. Além disso, apresenta
um limitado periodo pos-colheita e necessita de cuidados especificos e especiais durante as
etapas de colheita, transporte e armazenamento para reduzir as perdas e 0s danos pés-colheita.
Dentre as principais doencas pds-colheita que incidem em frutos de ameixa, a podriddo mole
causada pelo fungo Rhizopus stolonifer € uma das principais e mais frequentes doencas pos-
colheita em fruto de ameixa (MARTINS, et al., 2005). A Podriddo Mole é caracterizada pela
presenca de areas circulares marrons e aquosas nos frutos infectados, as quais liberam
substancias que possuem odor acido ou fermentado (BAGGIO, 2012). O sinal mais comum
da ocorréncia da doenca é a presenca de uma massa de micélio de coloracdo acinzentada,
densa e macia crescendo sobre a superficie do fruto, com estoldes miceliais longos que se
estendem sobre frutos adjacentes, ocorrendo, posteriormente, a formacdo de esporangios
pretos (AMIRI et al., 2011).

Rhizopus é um fungo com alta capacidade saprofitica, que pode ser encontrado em
todos os tipos de materiais vegetais e seus esporos sdéo comumente encontrados na atmosfera
(MASSOLA JUNIOR; KRUGNER, 2011). O principal agente etioldgico da Podriddo Mole,
Rhizopus stolonifer, pertence ao filo Zygomycota, ordem Mucorales e familia Mucoraceae
(MASSOLA JUNIOR; KRUGNER, 2011). Em umidade baixa, Rhizopus produz grandes
quantidades de esporos sobre hifas. Ja em umidade mais elevada, que é mais facilmente
encontrada no interior de embalagens de armazenamento dos frutos, a produgdo micelial é
abundante, enquanto a de esporos € esparsa (FISHER; COOK, 2001).

E consenso na literatura que Rhizopus penetra seu hospedeiro apenas na presenca de
ferimento (DAVIS, 1991; MAAS, 1998; HARTER; TAVARES; SILVA, 2006). Frutos ndo
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injuriados ndo seriam suscetiveis a infeccdo pelo patégeno (OGAWA, 1995). Em estudos
realizados na CEAGESP, a importancia do ferimento para a penetragdo do patégeno foi
constatada pela correlacdo positiva entre a frequéncia de ameixas com injurias mecanicas € a
frequéncia de frutos doentes, isto é, quanto maior a quantidade de frutos danificados
mecanicamente maior a incidéncia de doengas pos-colheita, como a podriddo mole causada
por Rhizopus (AMORIM et al., 2008).

Apesar do consenso generalizado de que R. stolonifer penetra seus hospedeiros
exclusivamente na presenca de ferimentos, alguns estudos vém sugerindo que o fungo seja
capaz de causar doengas em frutos nédo injuriados. Alguns autores reportaram a presenca de
podriddo mole em frutas intactas como foi verificado em uvas (TAVARES; SILVA, 2006;
SANTOS et al., 2012) e em péssegos e nectarinas (BAGGIO et al., 2012).

A reducdo da podriddo mole é considerada um grande desafio, j& que o progresso da
doenca ocorre de forma muito rapida, em poucos dias o fungo é capaz de colonizar o fruto
inteiro e servir de fonte de in6culo para os demais. Para minimizar as perdas e
consequentemente a reducdo na incidéncia de doencas pos-colheita, o principal método
utilizado baseia-se na utilizacdo de fungicidas (BENATO, 2002; SANTOS et al., 2012).

O controle quimico através da aplicacdo de fungicidas sintéticos apresenta
desvantagens como, elevado custo de producédo, perigos para os manipuladores, preocupagéo
acerca dos residuos em alimentos e ameaca a saude publica (GUERRA et al., 2015). 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 revestimentos 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).

2.2 REVESTIMENTOS COMESTIVEIS

Apos a colheita, a maioria das frutas, especialmente no ambiente tropical, apresentam
aceleracdo da maturacdo e deterioracdo em consequéncia das mudancgas bioquimicas e
fisiolégicas, bem como de acondicionamento e préaticas de manuseio inadequadas. Na cadeia
de frutos para exportacdo, a qualidade alcancada para o consumidor final é resultado da
qualidade do gerenciamento de cada elo da cadeia: produtores, exportadores, importadores,
atacadistas e varejistas (CARVALHO, 2003; NEVES, 2009). Durante o periodo denominado
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pos-colheita, os produtos que ndo sdo manipulados adequadamente e/ou tratados com
inibidores microbianos eficientes, podem perder a qualidade para o consumo. O declinio da
resisténcia natural das frutas pode ativar infeccGes quiescentes e aumentar a incidéncia de
doencas (TERRY; JOYCE, 2004). Dessa forma, o controle das doencas em pos-colheita é
uma atividade imprescindivel para manter a qualidade e aumentar a vida de prateleira da fruta,
especialmente quando o periodo entre a colheita e o consumo for amplo (LINS et al, 2011).

Diante disso, observa-se que o potencial de conservacdo de um fruto esta diretamente
relacionado ndo s6 ao manejo adequado, mas também ao seu ponto de colheita e aos
tratamentos fitossanitarios e de campo, que podem interferir na deterioragdo desses frutos
(CHITARRA; CHITARRA, 2005). A conservacao pés-colheita usualmente empregada esta,
em quase sua totalidade, centrada na cadeia de frio e em boas praticas de armazenamento.
Entretanto, a tecnologia de aplicacdo de revestimentos comestiveis tem se destacado por
elevar o tempo de conservagdo permitindo uma maior flexibilidade de manuseio e
comercializacdo (FONSECA; RODRIGUES, 2009; VARGAS et al., 2008).

Esses revestimentos ndo tém como objetivo substituir o uso dos materiais
convencionais de embalagens ou mesmo eliminar definitivamente o emprego do frio, mas sim
0 de apresentar uma atuagdo funcional e coadjuvante, contribuindo para a preservacgdo da
textura e do valor nutricional, reduzindo as trocas gasosas superficiais e a perda ou ganho
excessivo de agua. Ao promover alteracbes na permeacdo e, por conseguinte, alterar a
atmosfera interna, alguns autores consideram o efeito dessas coberturas similares aos
conseguidos pelas embalagens com atmosfera modificada (PARK, 2005; TURHAN, 2010).
As coberturas comestiveis sdo aplicadas ou formadas diretamente sobre a superficie das
frutas, configurando membranas delgadas, imperceptiveis a olho nu e com diversas
caracteristicas estruturais, que sdo dependentes da formulacdo da solucdo filmogénica
precursora. Como estas coberturas passam a fazer parte do alimento a ser consumido, 0s
materiais empregados em sua formacdo devem ser considerados como GRAS (Geralmente
Reconhecido como Seguro), ou seja, serem atdxicos e seguros para 0 uso em alimentos (FDA,
2011).

A aplicagéo de revestimento em frutos pode ser realizada de duas formas: (i) por meio
de imersdo rapida do fruto em uma solucdo filmogénica (depois, o alimento é deixado em
repouso até que a agua evapore e a pelicula se forme sobre a fruto) ou (ii) por meio de
aspersao, cujo processo e semelhante, porém a solucdo é aspergida sobre o alimento (JUNIOR
etal., 2010).
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Dentre as vantagens dos metodos de cobertura de frutos estdo a simplicidade de
equipamentos necessarios para a preparacdo e o0 custo vantajoso em relacdo aos sistemas
convencionais de embalagem, ambos muito pertinentes para 0 uso por pequenos produtores
rurais. Uma outra vantagem € que em revestimentos podem ser incorporados aditivos que
aumentem a sua eficacia, tais como antioxidantes, antimicrobianos e flavorizantes
prolongando sua vida de prateleira, inibindo o crescimento de micro-organismos patogénicos,
preservando o alimento da contaminacdo e deterioracdo, como também de alteracbes
nutricionais (LOPEZ et al., 2007).

Segundo a ANVISA (2012), com base em principios da analise de risco, foram
estabelecidos quais sé@o os aditivos e 0s coadjuvantes de tecnologia permitidos para as
diferentes categorias de alimentos e em que funcdes e limites maximos de uso, visando
alcancar o efeito tecnolégico sem oferecer risco a saude humana. O emprego de aditivos
alimentares é limitado ainda por normas especificas, fundamentadas em critérios restritos
apoiados em regulamentacfes e sugestdes emitidas em nivel mundial por comités
especialistas da Organizacdo Mundial da Saide — OMS — e da Organizacdo para Alimentacédo
e Agricultura — FAO, dentre outros. As matérias-primas empregadas na formacdo de
revestimentos comestiveis podem ser polissacarideos, ceras (lipidios) e proteinas, essas sao as
classes de materiais mais empregados, e a escolha depende fundamentalmente das
caracteristicas do produto a ser revestido e do objetivo almejado com o revestimento aplicado.
Atualmente, existe a tendéncia de classificar os materiais empregados nos revestimentos em
hidrofobicos e hidrofilicos (ASSIS et al., 2008; ZARITZKY, 2011). Os hidrofilicos séo
materiais com estruturas nas quais hd a predominancia de grupos amino ou hidroxila e
carboxila (OH, COO-NH3) caracterizados por ligagdes covalentes polares. Em funcgéo das
caracteristicas desses grupos, a cadeia carbdnica apresenta sitios parcialmente carregados
positivamente e outros carregados negativamente. Essa caracteristica da estrutura quimica
favorece 0 acimulo e o rearranjo de moléculas polares, e principalmente da agua, em torno
desses sitios. Alguns exemplos destes materiais sdo 0s polissacarideos, como a celulose, a
quitina, a goma Xantana, a goma guar, a goma arabica, a pectina, o amido e os polissacarideos
polieletrolitos, como a carboximetilcelulose, a quitosana, o alginato, etc. Os materiais
hidrofilicos normalmente apresentam boa solubilidade em meio aquoso, favorecendo uma
melhor dispersdo do soluto e uma formacdo mais homogénea do filme. Dependendo da
estrutura quimica, podem formar géis ou até mesmo requerer alteragfes quimicas para uma
completa solubilizagdo (ASSIS; BRITO, 2014).
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2.2.1 Goma arabica como revestimento comestivel

A goma arabica ou goma acacia € um produto obtido da dessecacdo espontanea do
exsudato dos troncos e dos ramos da Acacia senegal (Linne) (GABAS; CAVALCANTI,
2003). E um polissacarideo acido de estrutura ramificada, cuja a cadeia principal ¢ formada
por unidades de D-galactopiranose unidas por liga¢des glicosidicas -D-(1—3). A esta cadeia
principal, através de ligagdes P(1—6), estdo ligadas as cadeias laterais com diferentes
estruturas quimicas, formadas de D-galactopiranose, L-ramnose, L-arabinofuranose e acido
glucorénico (BOBIO; BOBIO, 2003; EL-ANANY et al., 2009). A goma arébica contém 12%
a 15% de agua e vérias enzimas ocluidas oxidases, peroxidases e pectinases, em base seca,
possui de 1% a 2% de diferentes espécies de proteinas, além disso, pode apresentar
substancias associadas, como polifenois e minerias (magnésio, potassio, calcio, sodio) em
cerca de 3% a 4%. Embora tenha elevado peso molecular, apresenta um comportamento
reolégico newtoniano em meio aquoso (10% na formulacdo), sendo uma consequéncia da
compactada e altamente ramificada estrutura da molécula (FOOD INGREDIENTES, 2011).
Para se obter a goma arabica as arvores sdo sujeitas as condi¢fes de seca ou sdo feridas, no
entanto a producdo do exsudato é condicionada, fazendo-se uma incisdo transversal no cértex
e descascando-o acima e abaixo do corte, expondo uma éarea de cadmbio. Entre duas a oito
semanas, as lagrimas formadas nessa superficie de exposicdo sdo colhidas, dependendo das
condicdes climaticas. O exsudato produzido por incisdo transversal no cértex da Acéacia
senegal é mostrado na Figura- 1.

A goma arabica é amplamente utilizada devido a sua capacidade de emulsificacéo,
formagc&o de filme, sabor suave e as propriedades de encapsulamento. E usada em alimentos
(doces, bolos, biscoitos, bebidas e produtos secos embalados), medicamentos (como uma
transportadora em capsulas e em suplementos de alto teor de fibra soltvel), produtos
cosmeéticos (cremes e logdes) e tintas litograficas (MOTLAGH et al., 2006). A goma arabica
possui excelente solubilidade em agua, propriedades tensoativas e produz solu¢Ges com baixa
viscosidade em altas concentragdes de solidos (KAUSHIK; ROOS, 2007).
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Figura 1 - Exsudato da goma arébica

Fonte: ZOIA, 2011
Os trés grandes campos de aplicacBes da goma acéacia sdo confeitos, emulsdo de

aromas em bebidas e encapsulamento de aromas. A maior aplicacdo da goma arabica € na
industria de confeitos, onde é utilizada em uma grande variedade de produtos, tais como
gomas, pastilhas, marshmallows e caramelos (toffees). A goma arédbica € estavel em
condicBes acidas, sendo extensamente usada como emulsificante na producdo de Oleos
aromatizantes concentrados de cola e citricos, para aplicacdo em refrigerantes. A goma é
capaz de inibir a floculacdo e a coalescéncia de gotas de 6leo durante varios meses; além
disso, as emulsGes permanecem estaveis por até um ano quando diluidas em até
aproximadamente 500 vezes. Atualmente, a goma ardbica é empregada em
microencapsulamento para transformar o aroma de alimentos de liquidos volateis para pos
para facilitar sua incorporagdo em alimentos (YE et al., 2012).

A utilizagdo da goma arabica para revestimento em alimentos é recente, no entanto, 0s
resultados sdo promissores. No estudo realizado por Ali et al. (2010) a goma arabica foi
utilizada como revestimento comestivel em tomates, e foi observado reducéo da velocidade de
maturacgdo, permitindo um periodo de armazenamento em temperatura ambiente de até 20 dias
sem qualquer deterioracdo ou comprometimento de sabor. Em outro estudo (MAQBOOL et
al., 2011) empregou revestimentos de goma arabica e quitosana resultando num aumento da
vida de prateleira de bananas, o qual foi associado a reducdo da taxa respiratoria e 0 aumento
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do prazo de validade por até 33 dias. A goma arébica foi aplicada em combinacdo com
natamicina, resultando em aumento da durabilidade de cogumelos Shiitake durante
armazenamento refrigerado, além de promover a manutencédo da firmeza e qualidade sensorial
e reduzir a perda de peso dos frutos. (JIANG et al., 2013).

Tendo em vista o efeito sensorial resultante da aplicacdo direta de éleos essenciais aos
alimentos, a incorporagdo destes produtos aos filmes pode viabilizar a sua aplicacdo em
revestimentos de alimentos (OJAGH et al., 2010). Alguns autores observaram em estudos in
vitro e in vivo que a incorporacdo de diferentes 6leos essenciais na matriz da goma arabica
melhorou sua propriedade antimicrobiana. Em estudo utilizando goma arébica (GA) (10%),
6leo de erva-cidreira (LG) (0,05%), 6leo de canela (MC) (0,4%), e suas combinagdes para
controle de antracnose pds-colheita de banana e mamao, e os resultados sugeriram que a
aplicacdo combinada de 10% GA com 0,4% de MC foi a concentracdo 6tima para o controle
da antracnose em mais de 80% dor frutos contaminados artificialmente (MAQBOOL et al.,
2011). Outro estudo avaliou a goma arabica (10%), 6leo de cominho preto (1%) e 6leo de
capim-limdo (0,5%) isoladamente ou em combinacdo na qualidade pds-colheita do fruto
Zaghloul, no periodo de 60 dias de armazenamento refrigerado, e os resultados mostraram que
ao término do periodo de armazenamento as frutas tratadas ndo tinham sinais visiveis de
doencas pds-colheita como também apresentavam um melhoria dos aspectos fisico-quimico
(perda de peso, solidos sollveis, acidez titulavel) comparados com o controle (EL-
SHARONY et al., 2015).

2.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais (OEs) sdo compostos volateis complexos produzidos em diferentes
partes (folhas, caule, frutos, folhas e flores) de plantas aromaticas (BURT, 2004). Estas
substancias proporcionam resisténcia as doencas causadas por micro-organismos
fitopatdgenos, atuam como inibidores da germinacdo de fungos, atraem polinizadores, além
de inibirem a perda de agua e aumento da temperatura (FENG; ZHENG, 2007). OEs tém
atraido interesse cientifico pelo fato de caracterizarem-se como produtos naturais
reconhecidos como seguros - GRAS, possuir amplo espectro de atividade antimicrobiana, e
apresentar eficacia no controle de micro-organismos patogénicos e deteriorantes de
importancia em vegetais (GUTIERREZ et al., 2009; OMIDEYGI et al., 2007).

Duas principais caracteristicas sdo atribuidas aos OEs como agentes antimicrobianos

de possivel uso em alimentos: a) sua origem natural, o que significa mais seguranca para 0s
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consumidores e para 0 meio ambiente; e b) sdo considerados como possuidores de baixo risco
de desenvolvimento de resisténcia microbiana (DAFERERA et al., 2003). A segunda
caracteristica citada toma como base o fato de que os 6leos essenciais sd0 compostos por uma
grande variedade de constituintes, o0s quais, aparentemente, apresentam diferentes
mecanismos de atividade antimicrobiana, tornando, desta forma, mais dificil uma possivel
adaptacdo dos micro-organismos frente a sua acdo (MARINELLI et al., 2012). Os principais
constituintes de OEs sdo terpendides, monoterpenos e sesquiterpenos, em soma a uma
variedade de fendis aromaticos, Oxidos, éteres, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas que
determinam o aroma e odor caracteristico da planta (BATISH et al., 2008).

A atividade antifungica dos OEs depende da sua composic¢do quimica e suas atividades
bioldgicas sdo frequentemente atribuidas aos seus componentes principais (TEIXEIRA et al.,
2012; AIT-OUAZZOU et al., 2012). Alguns autores, no entanto, referem que a atividade
antimicrobiana se deve ao equilibrio entre os componentes majoritarios e 0s demais que
aparecem em menor proporgdo (AIT-OUAZZOU et al, 2012; RIAHI et al, 2013). De modo
geral, a acdo dos compostos fenolicos presente nos OEs sobre os fungos compreende perda de
material citoplasmatico, desorganizacdo dos contetdos celulares, ruptura da membrana
plasmatica, inibico das enzimas fungicas, distdrbio da funcionalidade do material genético,
culminando na inibicdo da germinacdo esporica e do crescimento micelial (BURT, 2004; LI1U
et al.; 2007; HERNANDEZ-LAUZARD et al.; 2008; RABEA et al.; 2009; MENG et al.;
2010).

Compostos hidrofobicos como OEs tem como sitio de acdo a membrana celular da
celula fungica. Eles se acumulam na bicamada lipidica causando desarranjo na funcéo e na
estrutura da membrana penetrando na célula, onde exercem atividade inibitoria no citoplasma
celular e provocam lise e liberacdo do ATP intracelular, aumentando sua permeabilidade, com
posterior liberacdo de constituintes intracelulares vitais, e danos em seus sistemas enzimaticos
(TURINA et al., 2006). Os constituintes dos OEs interferem na esporulacdo por impedir o
desenvolvimento micelial (reconhecida como ‘plataforma’ que suporta a produgdo espoérica)
e/lou a percepcao/transducdo de diferentes sinais fisiologicos envolvidos na sintese de
moléculas do funcionamento da forma vegetativa com vistas ao desenvolvimento da forma
reprodutiva (TZORTZAKIS; ECONOMAKIS, 2007). Como consequéncia da supressao da
producdo espdrica, resultante do tratamento com OEs, ocorre limitagdo da propagagdo do
patégeno, diminuindo a liberagdo de esporos pela atmosfera do ambiente e superficies. Leves
diferengas estruturais em algum composto dos OEs ja sdo suficientes para alterar as

caracteristicas fisicas e/ou quimicas e, portanto, modificar a atividade antifungica. Quando
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monoterpenos tornam-se menos sollveis em agua, eles podem facilmente interagir com a
membrana de raiz e perturbar a integridade, e, portanto, causar uma despolarizacdo répida
(MAFFEI et al., 2001).

Estudos recentes tém sugerido a atividade antifingica de OEs para controlar fungos
pos-colheita de frutas. Estudo desenvolvido por Arrebola et al (2010) avaliaram o efeito
antifungico do 6leo de capim-lim&o contra os fungos patdgenos pds-colheita Botrytis cinerea
e R. stolonifer em péssegos, e obteve como resultado inibicdo completa dos patégenos durante
0 periodo de armazenamento, mantendo a qualidade e aparéncia geral da fruta. Como também
foi avaliado o efeito inibitorio do crescimento de Aspergillus flavus, A. niger e B. cinerea em
uvas de mesa (Vitis labrusca L.) utilizando OEs de Rosmarinus officinalis (OERO) e
Origanum vulgare (OEQOV) isolados ou em combinacdo e foi verificado que os Oleos
essenciais foram capazes de inibir o crescimento das trés espécies de fungos (SOUSA et al.,
2013; VITORATOS et al., 2013).

2.3.1 OEs em revestimentos comestiveis

A aplicagdo combinada de revestimentos e OEs tem sido intensamente pesquisada ao
longo dos Gltimos anos, por causa de seu consumo, da seguranca sobre termos ecolédgicos de
aplicacdo e por preservar a qualidade de produtos frescos. A combinacdo das duas tecnologias
os torna mais eficazes, e cria condi¢des propicias para prolongar a vida pos-colheita dos
produtos horticolas, mantendo a qualidade geral dos frutos, seus compostos nutricionais,
como também aceitacdo do consumidor (SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014).

A principal vantagem da utilizacdo de OE nas matrizes poliméricas de revestimentos é
qgue poderia aumentar a vida de prateleira dos produtos frescos, devido a aumentada e
prolongada atividade antimicrobiana dos compostos do 6leo essencial sendo continuamente
liberado ao longo do tempo sobre a superficie do produto por meio de manutencdo de uma
concentracdo adequada de ingredientes ativos durante o periodo de armazenagem
(SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011a). Em um estudo foi relatado um aumento gradual do
ingrediente ativo do 0leo de tomilho ao longo do periodo de armazenamento, a concentracéo
de timol era de 36,22% no 5° dia e passou a ser 64,23% no 18° dia de armazenamento,
prolongando consideravelmente a vida de prateleira de abacates (SELLAMUTHU et al.,
2013).
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O método de aplicacdo do OE em revestimentos € mais benéfico do que a aplicacdo
direta, porque a incorporacdo de OE nos revestimentos é eficaz na reducdo da forca do
indculo patogénico pos-colheita presente na superficie do fruto (PERDONES et al., 2012).
Outra vantagem é que aplicacdo dos revestimentos na fruta sdo capazes de reduzir sua perda
de peso e manter a firmeza durante 0 armazenamento e transporte, principalmente, devido as
propriedades de resisténcia ao vapor de agua que sd8o mais elevadas nos revestimentos
(SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011a). Os tratamentos em combinacdo também exibem
melhoria nos aspectos sensoriais dos frutos como, sabor, textura, aceitacdo global, sendo de
fundamental importancia se considerar o impacto da aplicacdo de OEs sobre as caracteristicas
sensoriais dos produtos alimenticios durante o armazenamento, uma vez que aplicados
diretamente no fruto a concentracdo necessaria para o estabelecimento da eficacia
antimicrobiana pode resultar em caracteristicas organolépticas desagradaveis ao consumidor
(HSIEH et al., 2001; GUTIERREZ et al., 2009).

A atividade antimicrobiana dos OEs ¢é atribuida a mais de um mecanismo (BURT,
2004; MOREIRA, 2005), de modo que aplicacdo combinada de OEs, ou de seus
componentes, pode 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 agdo combinada € igual a soma dos efeitos
individuais; por sua vez, o efeito de sinergismo ocorre quando o efeito das substancias
combinadas é maior do que a soma dos efeitos individuais.

Considerando estes aspectos alguns estudos vém sendo realizados com diversos
materiais de revestimentos e OEs. Um estudo realizado com quitosana e O. vulgare L.
(OEQV) inibiu o desenvolvimento de alteracdo na cor de uvas de mesa, melhorando a
aparéncia do produto apds o armazenamento. A combinacdo também foi eficaz na inibicdo de
R. stolonifer e A. niger em uvas inoculadas artificialmente (SANTOS et al., 2012). Outro
estudo utilizou dleo de canela incorporado em revestimentos de quitosana, resultando no
efeito do controle das infec¢Bes fungicas tipicas da microbiota autdctone de pimentbes (XING
etal., 2010).

Revestimentos de goma de algaroba contendo 6leos de tomilho e limdo mexicano
reduziram a deterioracdo de frutos causada por C. gloeosporioides e R. stolonifer em mamao
para 50% e 40%, respectivamente, durante o armazenamento, enquanto que a fruta ndo tratada
revelou 100% de decaimento (BOSQUEZ-MOLINA et al., 2010). Revestimentos de goma

arébica contendo oleo de canela e capim-limé&o, isoladamente ou em combinag&o, revelou um
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efeito sinérgico no controle da antracnose no mamao (C. gloeosporioides) e banana (C.
musae) (MAQBOOL et al., 2010).

Ao decidir pelo uso da aplicacdo de OEs em alimentos, é fundamental considerar o
impacto sobre as caracteristicas sensoriais dos produtos apds 0 armazenamento, uma vez que
a concentracdo dos OEs necessérias para o estabelecimento da eficicia antimicrobiana pode
resultar em caracteristicas organolépticas desagradaveis ao consumo (GUTIERREZ;
BARRY-RYAN; BOURKE, 2009). Considerando estes aspectos, o uso dos OEs combinados
e associados a outros métodos na inibicdo do crescimento microbiano em alimentos tem sido
objeto de investigacdo e aperfeicoamento, visto que se mostram como alternativa para reduzir
as perdas pds-colheita e proporcionar ao mercado consumidor alternativas mais saudaveis sem
implicacdes sensoriais dado a possibilidade de uso de menores concentracbes de o6leo
essencial (SOUZA et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Ameixas

Ameixas (Prunus domestica L.) comercialmente maduras foram obtidas na EMPASA
(Empresa Paraibana de Abastecimento e Servicos, Jodo Pessoa, Brasil). As frutas foram
adquiridas sem sinais visiveis de danos mecanicos ou infeccdo fangica, sendo selecionadas e
padronizadas de acordo com o tamanho, cor, aparéncia e forma. Antes dos ensaios, as
ameixas foram lavadas e higienizadas através de imersdo em uma solucdo de hipoclorito de
sodio (1 mL / 100 mL, pH 7,2 ajustado com NaOH a 1 M) durante 15 min. Em seguida foram
enxaguadas em &gua destilada esterilizada e secas durante 2 h em uma cabine de fluxo

laminar previamente esterilizada.

3.1.2 Micro-organismo teste

R. stolonifer URM 3728 foi obtido a partir da colecdo de culturas da Micoteca (Centro
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil). Para os
ensaios de atividade antifungica foram utilizados repiques das culturas estoque subcultivadas
em &gar Sabouraud (Himedia, india) a 25 °C durante sete dias para permitir a esporulacio
suficiente. Os esporos fangicos foram colhidos numa solucéo de soro fisioldgico estéril (0,85
g/ 100 mL de NaCl) no meio de crescimento fangico e a suspenséo obtida foi filtrada através
de uma tripla camada de gaze estéril para retencdo dos fragmentos de hifas. O nimero de
esporos presentes na suspensdo foi quantificada com um hemocitdmetro. A concentracdo
obtida de esporos foi ajustada com uma solucdo de soro fisiolégico estéril para prover um
indculo fangico de aproximadamente de 10° esporos / mL (GUERRA et al., 2015). Antes do
ensaio, R. stolonifer foi inoculado na fruta, e ap6s o desenvolvimento da podriddo mole, a
estirpe fangica foi re-isolada e identificada com chaves taxondmicas (SCHIPPER, 1984).
Continuas re-inoculacdes e re-isolamento foram realizados em ameixas para manter a
patogenicidade do fungo. A estirpe fungica foi verificada por sua capacidade de causar a
podriddo mole em ameixa (viruléncia), com um conjunto caracteristico de sintomas. O sinal

de infeccdo caracteristico para podriddo-mole em ameixas foi zonas alagadas rapidamente,
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cobertas por filamentos grossos e micélios cinzentos formando uma massa de esporangios
preto em suas pontas (BAUTISTA-BANOS et al., 2014).

3.1.3 Goma Arabica e 6leos essenciais

A Goma Arabica (GA) (CAS 9000-01-5, densidade 0,424 g / cm?®, pureza de 99,98%,
brilho > 250 °C) foi obtida a partir da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O OEOV (Lote
OREORGO01, massa volumétrica a 20 °C: 0,90, indice de refracdo a 20 °C: 1,47) e OERO
(ROSTUNO04, massa volumétrica a 20 °C: 0,94, indice de refragdo a 20 °C: 1,51) foram

fornecidos por Aromalandia Ind . Com. Ltda. (Minas Gerais, Brasil).

3.2 METODOS

3.2.1 Identificacao dos constituintes do OVEO e ROEO

Os componentes individuais de OEOV e OERO foram identificados através de
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa - GC-MS (CGMS-QP2010
Ultra Shimadzu). Analise por GC-MS foi realizada sob as seguintes condicGes: coluna capilar
RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm); temperatura do programa: 60-240 °C (3 °C / min);
temperatura do injetor: 250 °C; temperatura do detector: 220 °C; veiculo: gas hélio ajustado a
0,99 mL / min de velocidade; ionizante de energia: 70 eV; e faixa de massa (m/ z): 40-500. O
banco espectros de GC / MS, NIST / EPA / NIH de Massa Espectral de banco de dados
(Versdo 1.7) foi usado para identificar os constituintes dos éleos essenciais individuais. A
guantificacdo dos componentes foi obtida normalizando as areas de cada constituinte

detectado, e foi expresso como percentual de area (%) (BARBOSA et al., 2016).

3.2.2 Preparacéo de solucdes de GA e OEs

A concentracgdo utilizada de GA foi de 1mg/ mL, a quantidade minima necessaria para
produzir uma disperséo de revestimento (MAQBOOL et al., 2011). Para obter a disperséo, 10
g de GA foram dissolvidos em 100 mL de agua purificada por agitacdo a 40 °C durante 60
min e os materiais insoltveis foram removidos por filtracdo. As solu¢des de OEOV e OERO
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foram obtidas por dissolucdo de cada 6leo (80 uL / mL) em caldo de Sabouraud contendo
Tween 80 [2%, v / v (Himedia, india)] como agente de estabilizacio (SANTOS et al, 2012;
SOUSA et al., 2013) com dilui¢des sucessivas (1:1) no mesmo caldo para se obter solucGes
de diferentes concentragdes (20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,06 e 0,03 puL / mL). Tween 80 (2%, v/ V) e
GA (10%), na concentracdo utilizada, obtida ap6s a diluicdo em caldo Sabouraud (0,5%, v /
V), ndo causou inibigdo do crescimento de fungos. Para os ensaios com GA e OEOV e / ou
OERO, diferentes concentracdes de 6leo essencial (1, 0,50, 0,25, 0,12 e 0,06 pL / mL), foram
adicionadas na dispersdo de GA e misturados por agitacdo durante 1 h a temperatura ambiente
(OJAGH et al., 2010).

3.2.3 Determinacédo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos OEs

Os valores CIM foram determinados por meio da técnica de macrodiluicdo em caldo.
Inicialmente, 1 mL de suspenséo fiingica (aproximadamente 10° esporos / mL) foi inoculado
em 4 mL de caldo Sabouraud e 5 mL de solugbes contendo diferentes concentracbes (20 -
0.03 pL/mL) de OEQV e OERO foram adicionados. A mistura foi incubada a 25 °C durante 7
dias, ao término do periodo de incubacdo, a menor concentracdo de OEOV e OERO (diluicdo
mais elevada) que ndo exibiu crescimento fungico visivel foi considerado a CIM (SANTOS et
al., 2012).

3.2.4 Determinacdo do indice de Concentraco Inibitoria Fracionado (ICIF)

O ICIF foi realizado pela técnica de macrodiluicdo utilizando caldo teste (Sabouraud),
para a aplicacdo combinada de OEOV e OERO contra a R. stolonifer. OVEO e ROEO foram
ensaiadas no CIM sozinho e em combinag6es de concentracdes subinibitoérias (1/2 CIM, 1/4
CIM, 1/8 CIM, 1/16 CIM e 1/32 CIM). O ICIF foi calculado utilizando a seguinte formula:

CIM do OE A em combinagao CIM do OE B em combinagéo

CIM do OE A sozinho CIM do OE B sozinho
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Os resultados foram interpretados como sinergismo (ICIF < 0.5), aditivo (0.5 < ICIF <

1), indiferente (1 < ICIF < 4) or antagonismo (ICIF < 4) (Gutierrez et al., 2008).

3.2.5 Efeitos sobre a germinacao de esporos

Aliquotas de 0,1 mL de suspensdo espérica de R. stolonifer (aproximadamente 10°
esporos / mL) obtida a partir de uma cultura de 7 dias de idade, cultivadas em agar Sabouraud
a 25 °C foram colocados em tubos Eppendorf contendo 0,1 mL de dispersdo contendo GA
sozinho, GA em combinagdo com OEQOV ou OERO na CIM (GA-OEOV; GA-OERO) e GA
em combinacdo com OEOV e OERO em 1/2 CIM e 1/4 CIM (GA-OEOV-OERO).
Subsequentemente, 0,1 mL das misturas foi colocada no centro de uma lamina de vidro
esterilizada e incubadas numa cadmara Umida a 25 °C durante 24 h. Cada Iamina foi fixada e
tratada com corante azul lactofenol algodéao e a germinacéo de esporos foi observada por meio
de microscopia optica. Cerca de 200 esporos foram contados em cada lamina. Como controle,
as suspensdes de esporos de fungos cultivados em meio de crescimento sem GA e OEs foram
ensaiadas de forma semelhante. A eficécia da inibicdo da germinacéo de esporos foi avaliada
por comparacdo do nimero de esporos germinados no meio contendo dispersdes de GA
sozinho e 6leos essenciais, isoladamente ou em combinacdo com a do ensaio de controle. Um
esporo (conidios) foi considerado germinado quando o tubo de germinacdo desenvolvido era

pelo menos duas vezes o seu didametro original (GUERRA et al., 2015).

3.2.6 Efeito na esporulagdo flngica

A producéo de esporos por R. stolonifer foi avaliada de acordo com um procedimento
descrito anteriormente (BARBOSA et al., 2002). O fungo foi cultivado durante 7 dias a 25 °C
em agar Sabouraud ou nas mesmas condi¢cdes em agar Sabouraud suplementado com GA,
GA-OEOQV, GA-OERO (CIM) ou GA-OEQOV-0OERO (1/2 CIM e 1/4 CIM). A partir de cada
placa de Petri contendo o micélio, trés discos de micélio de 2 cm foram retirados em
diferentes regides halo de crescimento (central, médio e regido periférica) usando um furador

de cobre. Os discos foram transferidos para tubos de ensaio individuais contendo 10 mL de
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uma mistura (1:1) de solugéo salina (NaCl a 0,85% v / v) e solucdo de Tween 80 (0,1% v / v).
Apos agitacdo vigorosa das misturas, os esporos foram contados numa cdmara de Newbauer.
O controle ndo exposto a GA e OEs foram analisadas de forma semelhante. Os resultados

foram expressos como nimero total de esporos em relacdo a testemunha.

3.2.7 Efeitos sobre o crescimento micelial

A inibicdo do crescimento micelial radial de R. stolonifer foi determinada usando a
técnica de substrato envenenado (diluicdo em meio solido). Para este fim, discos de 2 cm de
didmetro foram retirados a partir de uma cultura fangica de 7 dias de idade, cultivadas em
agar Sabouraud a 25 °C, e colocados no centro de placas de Petri contendo Sabouraud com
GA, GA-OEQV, GA-OERO (CIM) ou GA-OEOV-0OERO (1/4 CIM) e incubados a 25 °C. O
crescimento micelial radial (cm) foi medido utilizando paquimetro a cada 24 h durante um
periodo de 72 h. Como controle, estirpes fungicas cultivadas em meio de crescimento sem GA
ou OEs foram igualmente testadas. Os resultados sdo expressos como inibicdo da taxa de

crescimento micelial radial (cm) em relacdo a testemunha (OLIVEIRA et al., 2014)

3.2.8 Efeito da GA e OEs na podriddo-mole de ameixas

As ameixas foram primeiramente imersas em 500 ml de uma solucdo de inoculo
(aproximadamente 10° esporos / mL) fngico teste durante 1 min, com suave agitacdo,
utilizando um bastdo de vidro estéril, em seguida, os frutos foram secos em uma cabine de
fluxo laminar previamente esterilizado por 1 h (25 °C). Subsequentemente, os frutos foram
imersos em 500 mL de solucdo de revestimento (GA, GA-OEOV e GA-OEOV-OERO) com
suave agitacdo usando um bastdo de vidro estéril durante 1 min. Os frutos foram colocados
sobre um filtro de nylon para drenar o excesso de liquido, ap6s secagem, foram embalados em
recipiente de polietileno com tampa. Um grupo de frutas foi armazenado a temperatura
ambiente (25 °C), enquanto o outro grupo foi armazenado a temperatura refrigerada (12 °C).
Além disso, um experimento controle foi realizado em que GA e EOs dispersdes / emulsdo
foram substituidos por agua destilada estéril contendo glicerol (2 g / 100 mL). Cada
tratamento incluiu 30 frutas. Em intervalos de tempo de armazenamento diferentes
(temperatura ambiente 2, 4, 6 e 8 dias; temperatura refrigerada 3, 6, 9, 12, 15,18 e 21 dias), as

frutas foram examinadas para avaliar a presenca de sinais caracteristicos de podriddo mole
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(FENG; ZENG, 2007; LIU et al., 2007). Os resultados foram expressos como percentual de
aparecimento de sinais visiveis de podriddo mole e de frutos podres (incidéncia da doenca) no
final do tempo de armazenamento avaliado (GUERRA et al., 2015).

3.2.9 Analise de MEYV da infec¢do por R. stolonifer nas ameixas

Apo6s 18 h de incubacdo a 25 °C, fragmentos da regido proxima ao mesocarpo de
ameixas artificialmente infectados com R. stolonifer por imersdo em uma solugdo de inoculo
(aproximadamente 10° esporos / mL) estando revestidas ou nio revestidas com GA e OEOV
e/ou OERO foram removidos utilizando um bisturi estéril e colocados em laminas de vidro
dentro de placas de petri contendo papel de filtro umedecido para simulagcdo de uma camara
umida. As amostras foram fixadas durante 60 minutos a 25 °C com 30 pL de glutaraldeido a
2,5% em tampdo de fosfato 0,1 M (pH 7,4). Apds lavagem no mesmo tampao, tetroxido de
o6smio 2% em tampdo fosfato 0,1 M foi introduzido na placa de petri para a fixacdo com o
vapor de 6smio. A placa foi selada em parafilme, envolvida com papel aluminio e mantida
durante 24 h numa camara de seguranca, a 25 °C. Subsequentemente, as amostras foram
desidratadas num dissecador durante 24 h, em seguida, preparadas em suportes de aluminio
"stubs" e, finalmente, observadas em microscopio electronico de varredura JEOL JSM 5900
(JEOL, EUA) (K1M, 2008).

3.2.10 Analises fisico-quimicas das ameixas

As ameixas foram avaliadas quanto a perda de peso e parametros de qualidade gerais,
tais como cor, firmeza, sélidos solUveis (SS), acidez titulavel (AT) e fendlicos totais nos
mesmos periodos de armazenamento avaliados para infeccdo fangica (cinco frutas de cada
grupo foram escolhidas aleatoriamente e submetidas as analises em cada periodo de
armazenamento pré-estabelecido). O teor de SS (uma gota foi retirada a partir de uma amostra
de 5 g dos frutos macerados) foi determinada usando um refractometro digital (Modelo HI
96801, Hanna Instruments, Sdo Paulo, Brasil), e os resultados foram expressos em ° Brix
(ALLI et al., 2010). A TA foi determinada com fenolftaleina como indicador, com NaOH 0,1
N, e os resultados foram expressos como mmol H + / 100 g de fruta (MENG et al., 2008).

Para determinar a perda de peso, o peso da fruta foi monitorado nos mesmos intervalos de
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armazenamento avaliados para infec¢do fungica, e a perda de peso da fruta em cada periodo
avaliado foi calculada como porcentagem do peso inicial (OLIVEIRA et al., 2014). A cor da
pele foi medida em trés diferentes posicdes equatoriais da fruta usando o sistema CIELab (L *
a* b *). O angulo Hue (h * ab) e croma (C * ab) foram medidos em um colorimetro Minolta
Modelo CR-300 (Osaka, Japdo), de acordo com a Comissdo Internacional de lluminagédo
(CIE, 1986). A escala de cores CIELab (L * a * b *) foi usado com um iluminante D65 (luz
do dia normal) a um angulo de 10 °. Usando placas de referéncia, o aparelho foi calibrado no
modo de reflectancia, e a reflexdo especular foi excluida. A firmeza foi determinada
utilizando um probe 1/8 de 3 mm de didmetro acoplado a um TA-XT2 Texture Analyzer
(Stable Micro Systems, Haslemere, Reino Unido), e os resultados foram expressos como N /
mm (GUERRA et al., 2015). O teor de compostos fendlicos totais foi medido utilizando o
reagente fenol de Folin-Ciocalteu. Amostras de ameixas (5 g) homogeneizadas em agua
ultrapura (10 mL) foram filtradas em papel de filtro qualitativo, adicionada de 0,2 N de
reagente de Folin-Ciocalteu e carbonato de sddio a 7,5%. Apo6s 2 h de incubacéo, foi realizada
a medicdo a temperatura ambiente em absorbancia a 760 nm. O acido galico (0 - 100 mg /
mL) foi utilizado como um padrdo para produzir a curva de calibragdo. O contetdo total de
fendlicos foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (GAE) / 100 g de fruta
(BORGES et al., 2015).

3.2.11 Determinacao de &cidos organicos e aguicares nas ameixas

Os acidos organicos (malico, acético, citrico, propiénico, férmico, lactico e piravico) e
acucares (xilose, frutose e glicose) em ameixas ndo revestidas e revestidas foram
determinadas nos 1° e 8° dias de armazenamento a temperatura ambiente e no 1°, 12° e 21°
dias a temperatura refrigerada. As ameixas foram moidas e, em seguida, uma aliquota de 2 g,
foi homogeneizado em agua ultra pura (10 mL) durante 10 min, utilizando um dispositivo de
mini-Turrax. O material foi centrifugado (4000 rpm, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante foi
recolhido e filtrado atraves de uma membrana de 0,45 mm. O extrato obtido foi submetido a
anélise de Cromatografia em fase liquida para determinar os acidos orgéanicos e o0s agucares
utilizando o equipamento Varian Waters 2690 (California, EUA) provido com um sistema
binario de solventes "valvula Rheodyne™ com 20 pL por ciclo; a uma temperatura de 65 °C,
acoplado a um detector IR (Varian 330) em comprimentos de onda de 220-275 nm, sistema de
bombeamento com configuragdo de gradiente de alta pressdo (Varian 230) e software de

processamento de Cromatografia GALAXIE Data System. As outras condi¢cdes analiticas
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foram como se segue: uma coluna Agilent Hi-Plex H (7,7 x 300 milimetros, 8 p); fase movel
0,009 H2S04; taxa de fluxo, 0,7 pL / min. Os picos de HPLC da amostra foram identificados
por comparacao dos seus tempos de retencdo com os de padrbes de acidos organicos (Sigma
Aldrich). Foram realizadas injec6es em duplicata, e as médias das areas de pico foram usadas
para quantificacdo (ZEPPA et al., 2001).

3.2.12 Determinacao dos compostos fenolicos nas ameixas

Os compostos fenolicos foram determinados nos dias 1° e 8° de armazenamento a
temperatura ambiente e no 1°, 12° e 21° dias de armazenamento a temperatura refrigerada. As
analises de HPLC foram realizadas utilizando um Shimadzu proeminéncia LG20AT HPLC
equipado com um detetor IR (SPDM20) e uma coluna de fase reversa (Shimpack CLCODS,
4,6 mm x 250 mm x 5 mm). Para os derivados do &cido cindmico e benzoico, a fase mdvel era
constituida por uma mistura de acido acético aquoso a 2% em agua (A) e acetonitrilo: metanol
(2: 1) (B) a uma taxa de fluxo de 1 mL / min. Um gradiente de eluicdo foi utilizado,
comegando com 20% de B até 15 min, 30% de B em 20 min, 40% de B em 30 min e
isocratica a 40% de B até 45 min. Os flavondides foram separados utilizando uma fase mével
que consiste em 1% de acido acético aquoso (A) e metanol (B) a uma taxa de fluxo de 1 mL /
min. A fase movel foi realizada utilizando o seguinte gradiente de solvente: 0-3 min 40% B,
5-15 min 45% B, 17-25 min 50% de B, 27-35 min 55% de B e de 35-40 min 70% B. O
volume de injecdo foi de 10 pL. A identificacdo de compostos fendlicos foi baseada nos
tempos de retencdo, espectros da radiacdo UV e uma comparacdo cromatografica (co-
injec¢do) com marcadores auténticos de Sigma Aldrich (BORGES et al., 2011).

3.2.13 Anélise sensorial das ameixas

Ameixas ndo revestidas ou revestidas com GA, GA-OEOV ou GA-OEOV-OERO
foram submetidos a testes de aceitagdo e preferéncia em intervalos de tempo diferentes (1, 5 e
10 dias) a temperatura refrigerada em todo o armazenamento (para garantir a seguranca
microbiologica das amostras oferecidas para os membros do painel). Sessenta provadores ndo
treinados participaram dos testes de aceitacdo e preferéncia. As analises sensoriais foram
realizadas apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (protocolo 712, 884 / 2014). A

analise foi realizada sob condi¢Ges de temperatura e iluminacdo controladas em cabines
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individuais. Cada membro do painel recebeu cerca de 1/4 da fruta (ameixa) tratada com 0s
diferentes revestimentos de GA-EOs servido em pratos descartaveis branco codificados com
um numero aleatorio de trés digitos. As mostras da fruta foram simultaneamente servidas em
uma sequéncia cega e aleatoria imediatamente apds a saida do armazenamento a temperatura
refrigerada. Os provadores foram convidados para comer um biscoito salgado e beber &dgua
entre as amostras para evitar contradigdo com o sabor residual anterior. Para o teste de
preferéncia, os provadores foram convidados a escolher as amostras mais e menos apreciados
com base na avaliacdo global. A intencdo de compra foi avaliada em uma escala hedbnica
estruturada de cinco pontos variando de um (certamente ndo compraria) a cinco (certamente
compraria). Para a aceitabilidade da aparéncia, cor, aroma, textura, sabor residual e avaliacdo
global, uma escala hedbnica estruturada de nove pontos foi utilizada, variando de um
(desgostei muito) a nove (gostei muito) (SANTOS et al., 2012).

3.2.14 Anélises estatisticas

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, em trés repetices e 0s resultados
expressos como a média dos dados obtidos em cada repeticdo. As anlises estatisticas foram
realizadas utilizando estatistica descritiva (média e desvio padrdo) e inferencial (testes
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey) para determinar diferengas estatisticamente
significantes (p < 0,05) entre os tratamentos. Para as analises estatisticas, o software Sigma
Stat 3.1 foi utilizado.
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In this study, the efficacy of coatings comprising gum arabic (GA) and the essential oil from
Origanum vulgare L. (OVEOQ) alone or in combination and Rosmarinus officinalis L. (ROEQ)
as a postharvest treatment to control Rhizopus soft rot on plums during storage at room
temperature (25 °C for 8 days) and cold temperature (12 °C for 21 days) was evaluated. The
effects of these coatings on some physicochemical and sensory characteristics of the fruit
were also assessed. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of OVEO and ROEO were
0.25 pL/mL and 1 pL/mL, respectively. The Fractional Inhibitory Concentration Index of the
combined EOs (< 0.25) against Rhizopus stolonifer indicated a synergic interaction. The
incorporation of a combination of GA and OVEO at 0.25 pL/mL or of GA and OVEO at 0.06
pL/mL plus ROEO at 0.25 pL/mL in the growth media strongly inhibited the mycelial
growth, spore germination and sporulation of R. stolonifer. Both the combination of GA +
OVEO and GA + OVEO + ROEO delayed the occurrence of soft rot in artificially
contaminated plums and decreased the number of infected fruits at the end of storage at room
and cold temperatures. GA-OVEO or GA-OVEO-ROEO coatings preserved the postharvest
physicochemical quality aspects and enhanced the sensory parameters color and flavor of
plums. However, the GA-OVEO coating negatively affected the aftertaste of fruit. Fruit
coated with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO exhibited greater amounts of xylose, malic
and ellagic acid and rutin at the assessed storage period. These results indicate the coatings
comprising GA and OVEO alone or in combination with ROEO at lower concentration as
promising postharvest treatments to prevent the Rhizopus soft-rot and preserve the
postharvest quality in plums.
Keywords: Prunus domestica L., edible coatings, Rhizopus stolonifer, postharvest quality
1. Introduction

The plum (Prunus domestica L.) is a fruit that is produced and consumed fresh

worldwide. In the last few decades, the consumption of plums has increased because several
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studies have reported these fruits as good sources of vitamins, fibers and polyphenols, well-
known bioactive compounds that benefit the human body (Singh and Khan, 2010; Kucuker et
al., 2014). The greatest concern regarding the shelf-life storage of fresh plums is
contamination with Rhizopus stolonifer during harvest, handling or transportation (Goncalves
et al., 2010). This fungus causes Rhizopus soft rot, a postharvest disease that limits the shelf-
life of marketable plums resulting in important economic losses (Baggio et al., 2015).

The first choice for controlling fungal contamination in plums involves the application
of fungicides in the field. Fungicides (e.g., benzimidazoles, aromatic hydrocarbons, and sterol
biosynthesis inhibitors) are also applied on the fruit during the postharvest period, particularly
because these chemical agents do not adversely affect the appearance or quality of the treated
fruit (Amiri et al., 2008; Guerra et al., 2015). However, the indiscriminate and excessive use
of synthetic fungicides on crops has been a major cause of the development of resistant fungal
pathogen populations, prompting the use of greater amounts of antifungals in agriculture and,
consequently, resulting in the detection of increased amounts of toxic residues in food
products (Guerra et al., 2016). Still, there is an increased demand from consumers for fruit
obtained by processes that claim the absence or minimal use of chemical preservatives (or
antimicrobials), but without the loss of freshness and natural characteristics (Barbosa et al.,
2016; Oliveira et al., 2014).

Edible coatings comprising polysaccharides are considered good alternatives to reduce
the use of synthetic fungicides, particularly those applied as postharvest treatments (EI-Anany
et al., 2009; Ali et al., 2011). Generally, fruit preserved with edible coatings have an enhanced
appearance and reduced moisture loss and respiration rate that consequently extend their
shelf-life (Khaliq et al., 2016). However, it has been reported that the addition of natural
antimicrobial substances (e.g., plant extracts, phenolic compounds and essential oils) in

polysaccharide-based coatings may improve not only the antimicrobial effects but also the
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quality parameters of the fruit without compromising their nutritional and sensory qualities
(Magbool et al., 2011).

Gum arabic (GA) is a natural secretion of polysaccharide from Acacia species that is
used in food processing as an emulsifier, flavor enhancer, film-forming and encapsulating
agent (Motlagh et al., 2006; Ali et al., 2010). Previous studies showed that GA-based edible
coatings delay the ripening of apples during cold storage (EI Anany et al., 2009) and reduce
the darkening, loss of ascorbic acid and total phenolic content in tomato fruit slices (Eltoum
and Babiker, 2014). Essential oils (EOs) are naturally synthesized in different plant organs as
secondary metabolites, and they possess inhibitory activities against a wide variety of
phytopathogenic fungi (Moreira et al., 2010). Among EOs, those obtained from Origanum
vulgare L. (oregano — OVEQ) and Rosmarinus officinalis L. (rosemary — ROEO) are described as
compounds that do not have microbial resistance-inducing effects, and they have shown
promising inhibitory effects against postharvest pathogenic fungi, including R. stolonifer
(Santos et al., 2012; Sousa et al., 2013).

Sometimes the required amounts of EOs needed to establish the desired antimicrobial
effects could exceed sensory acceptability and result in unpleasant effects for consumers
(Gutierrez et al., 2008) Thus, researchers have stated that EOs could be incorporated at low
concentrations in coating-forming solutions to minimize the impact of these compounds on
the olfactory perception of consumers (Perdones et al., 2012). However, studies verifying the
efficacy of the incorporation of OVEOQ and/or ROEO in GA based-coatings to control soft-rot
disease in plums are still scarce or nonexistent. Considering these aspects, this study assessed
the efficacy of coatings comprising GA and incorporated with OVEO alone or combined with
ROEO as postharvest treatments to prevent Rhizopus soft rot and to maintain the postharvest

quality of plums.
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2. Material and methods
2.1. Materials

Mature, commercially available plums (Prunus domestica L.) were obtained from
EMPASA (Supplies and Services Company of Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil). Fruit without
signs of mechanical damage or fungal infection were selected and standardized according to
homogeneous size, color and shape. Prior to the assays, the plums were surface disinfected by
immersion in a sodium hypochlorite solution (1 mL/100 mL, pH 7.2 adjusted using 1 M
NaOH) for 15 min, washed with sterile distilled water and dried for 2 h in a safety cabinet.

R. stolonifer URM 3728 was obtained from the Mycology Culture Collection (Center
for Biological Sciences, Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil). The stock
cultures were subcultured in Sabouraud agar (Himedia, India) at 25 °C for seven days to allow
for sufficient sporulation. The fungal spores were collected in a sterile saline solution (0.85
0/100 mL NaCl) in Sabouraud broth (Himedia, India), and the resulting suspension was
filtered through a triple layer of sterile gauze to retain hyphal fragments. The number of
spores present in the suspension was quantified using a hemocytometer. The spore
concentration was adjusted with a sterile saline solution to vyield an inoculum of
approximately 10° spores/mL (Guerra et al., 2015).

The GA (CAS 9000-01-5, density 0.424 g/cm3, purity 99.98%, GLOW > 250 °C) was
obtained from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, USA). The OVEO (Batch OREORGO1, density
at 20 °C: 0.90, refractive index at 20 °C: 1.47) and ROEO (ROSTUNO4, density at 20 °C:
0.94, refractive index at 20 °C: 1.51) were supplied by Aromaléndia Ind. Com. Ltda. (Minas

Gerais, Brazil).

2.2 ldentification of OVEO and ROEOQO constituents
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The constituents in OVEO and ROEO were identified through gas chromatography
coupled to mass spectrometry — GC-MS (CGMS-QP2010 Ultra Shimadzu). Analysis by GC—
MS was performed using the following conditions: an RTX-5MS capillary column (30 m x
0.25 mm x 0.25 pum); program temperature: 60-240 °C (3 °C/min); injector temperature: 250
°C; detector temperature: 220 °C; carrier gas: helium adjusted to 0.99 mL/min speed; ionizing
energy: 70 eV; and mass range (m/z): 40-500. The spectra bank of GC/MS, NIST/EPA/NIH
Mass Spectral Database (Version 1.7), was used to identify the individual essential oil
constituents. The constituents were quantified after normalizing the areas of each detected

constituent, and were expressed as a percentage area (%) (Barbosa et al., 2016).

2.3 Preparation of GA and EOs solutions

GA was used at concentration of 1 mg/mL, the minimum quantity required to produce
a coating dispersion (Magbool et al., 2011). To obtain the dispersion, 10 g of GA was
dissolved in 100 mL purified water by stirring at 40 °C for 60 min and filtered to remove the
undissolved materials. OVEO and ROEO emulsions were obtained by dissolving the
substance (80 pL/mL) in Sabouraud broth containing Tween 80 [2%, v/v (Himedia, India)] as
a stabilizing agent (Santos et al., 2012; Sousa et al., 2013) with successive dilutions (1:1) in
the same broth to obtain solutions of different concentrations (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.06 and
0.03 puL/mL). Tween 80 (2%, v/v) and GA (10%, w/v) at the final concentration after dilution
in the Sabouraud broth did not inhibit fungal growth. For the assays with GA and OVEO
and/or ROEO, the OEs at desire concentrations were added in the GA dispersion and mixed

by stirring for 1 h at room temperature (Ojagh et al., 2010).

2.4. Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of EOs
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The MIC values were determined by macrodilution in broth. Initially, 1 mL of fungal
suspension (approximately 10° spores/mL) was inoculated in 4 mL of double-concentrated
Sabouraud broth, and 5 mL of the solutions containing different concentrations (20 - 0.03
puL/mL) of OVEO or ROEO were added. The mixture was incubated at 25 °C for 7 days. At
the end of the incubation period, the lowest OVEO and ROEOQO concentrations (highest
dilutions) that exhibited no visible fungal growth were considered the MICs (Santos et al.,

2012).

2.5 Determination of Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI)

The checkerboard method was performed using broth (Sabouraud) macrodilution tests
to obtain the FICI for the combined application of OVEO and ROEO against R. stolonifer.
OVEO and ROEO were assayed alone at MIC and at combinations of subinhibitory
concentrations (1/2 MIC, 1/4 MIC, 1/8 MIC, 1/16 MIC and 1/32 MIC). The FICI was

calculated using the following formula:

MIC of EO A in combination MIC of OE B in combination

MIC of EO A alone MIC of EO B alone

The results were interpreted as synergy (FICI < 0.5), addition (0.5 < FICI < 1), indifference (1

< FICI < 4) or antagonism (FICI < 4) (Gutierrez et al., 2008).

2.6. Effects on fungal spore germination
Aliquots of 0.1 mL of R. stolonifer spore suspension (approximately 10° spores/mL)
obtained from a 7-day-old culture grown on Sabouraud agar at 25 °C were placed in

Eppendorf tubes containing 0.1 mL of the dispersion containing GA alone, GA in
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combination with OVEO or ROEO at MIC (GA-OVEO; GA-ROEO) and GA in combination
with both OVEO and ROEO at %2 and 1/4 MIC (GA-OVEO-ROEO). Subsequently, 0.1 mL of
the mixtures was placed at the center of a sterile glass slide and statically incubated in a moist
chamber at 25 °C for 24 h. Each slide was fixed and treated with lactophenol cotton blue
stain, and spore germination was observed by light microscopy. Approximately 200 spores
were counted on each slide. As controls, suspensions of fungal spores cultivated in growth
media without GA and EOs were assayed similarly. The efficacy of inhibition of spore
germination was evaluated by comparing the number of germinated spores in the media
containing dispersions of GA alone and GA and EOs alone or in combination with that of the
control assay. A spore (conidium) was considered germinated when the developed germ tube

was at least twice its original diameter (Guerra et al., 2015).

2.7. Effect on sporulation of fungal colonies

The production of spores by R. stolonifer was evaluated according to a procedure
described elsewhere (Barbosa et al., 2002). The fungus was grown for 7 days at 25 °C in
Sabouraud agar or under the same conditions in Sabouraud agar supplemented with GA, GA-
OVEO, GA-ROEO or GA-OVEO-ROEO (1/2 MIC and ¥4 MIC). From each Petri dish
containing the mycelium, three 2 cm-mycelium plugs were taken from different regions of the
colonies (central, middle and peripheral regions) using a copper awl. The plugs were
transferred to individual test tubes containing 10 mL of a mixture (1:1) of saline (NaCl 0.89%
w / v) and Tween 80 solution (0.1% v/v). After vigorous shaking of the mixtures, the spores
were counted in a Newbauer chamber. As a control, mycelium plugs not exposed to GA and
EOs were assayed similarly. The results are expressed as the number of total spores relative to

the control treatment.
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2.8 Effects on fungal mycelial growth

The inhibition of radial mycelial growth of R. stolonifer was determined using the
poisoned substrate technique (dilution in solid medium). For this, 2-cm plugs taken from a 7-
day-old test fungal culture grown on Sabouraud agar at 25 °C were placed on the center of
Petri dishes containing Sabouraud supplemented with GA, GA-OVEO, GA-ROEO or GA-
OVEO-ROEO and incubated at 25 °C. The radial mycelial growth (mm) was measured using
calipers every 24 h over a period of 72 h. As a control, fungal cultures cultivated in growth
media without GA or EOs were similarly tested. The results are expressed as the percent
inhibition rates of mycelial radial growth (mm) relative to the control treatment (Oliveira et

al., 2014).

2.9 Effects of GA and EOs on Rhizopus soft rot in plums

The plums were first immersed in 500 mL of an inoculum solution (approximately
10° spores/mL) of the test fungal strain for 1 min, with gentle stirring using a sterile glass rod,
and then left to dry in a biosafety cabinet for 1 h (25 °C). Subsequently, the fruit were
immersed in 500 mL of the coating solution (GA, GA-OVEO or GA-OVEO-ROEO) with
gentle shaking using a sterile glass rod for 1 min. The fruit were air-dried on a nylon filter to
drain the excess liquid, packed in a polyethylene container and covered with a lid. One fruit
group was stored at room temperature (25 °C), whereas the other group was stored at cold
temperature (12 °C). In addition, a control experiment was performed in which GA and EO
dispersions/emulsions were replaced with sterile distilled water containing glycerol (2 g/100
mL). Each treatment included 30 fruits. At different storage time intervals (room temperature
for 2, 4, 6 and 8 days; cold temperature for 3, 6, 9, 12, 15,18 and 21 days), the fruit were
examined for characteristic signs of Rhizopus soft rot (Feng and Zeng, 2007; Liu et al., 2007).

The results are expressed as the storage time until the appearance of visible signs of Rhizopus
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soft rot and the percent of rotted fruit (disease incidence) at the end of the assessed storage
time (Guerra et al., 2015).

Prior to the assays, the strain was inoculated in fruit. After Rhizopus soft rot
development, the strain was re-isolated and identified with taxonomical keys (Schipper,
1984). The test fungal strain was verified for its capability to cause soft-rot infection in plums
(virulence) with a characteristic set of symptoms. Continuous re-inoculations and re-isolations
on plums were carried out to maintain the pathogenicity of the test fungal strain. The
characteristic sign of infection for Rhizopus soft rot in plums was watery areas quickly
covered by coarse, gray hairy mycelia forming a mass of black sporangia at their tips

(Bautista-Barios et al., 2014).

2.10 SEM analyses of R. stolonifer infection in plums

After 18 h of incubation at 25 °C, fragments from the proximal-mesocarp region of
plums artificially infected with R. stolonifer by immersion in an inoculum solution
(approximately 10° spores/mL) and uncoated and coated with GA, GA-OVEO or GA-OVEO-
ROEO were removed using a sterile scalpel and placed on glass slides inside Petri dishes
containing moistened filter paper for simulation of a humid chamber. Samples were fixed
during 1 h at 25 °C with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). After
washing in the same buffer, 2% osmium tetroxide in 0.1 M phosphate buffer was introduced
into the petri dish for fixing with osmium vapor. The plate was sealed in parafilm, wrapped
with aluminum paper and maintained for 24 h in a safety cabinet at 25 °C. Subsequently, the
samples were dehydrated in a desiccator for 24 h, prepared in aluminum bracket "stubs™ and
finally visualized using a JEOL JSM-5900 scanning electron microscope (JEOL, USA) (Kim,

2008).
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2.11 Physicochemical analyses of plums

The plums were evaluated for weight loss and general quality parameters, such as
color, firmness, soluble solids (SS), titratable acidity (TA) and total phenolics at the same
storage time periods evaluated for fungal infection (five fruits from each group were
randomly chosen and submitted for analyses at each pre-established storage period). The SS
content (in a drop taken from a 5 g-macerated fruit sample) was determined using a digital
refractometer (Model HI 96801, Hanna Instruments, Sdo Paulo, Brazil), and the results are
expressed as °Brix (Ali et al., 2010). The TA was determined with phenolphthalein as an
indicator with 0.1 N NaOH, and the results are expressed as mmol H+/100 g of fruit (Meng et
al., 2008). To determine the weight loss during storage, the weight of the fruit was monitored
at different storage time intervals, and the fruit weight loss during each assessed period was
calculated as a percentage of the initial weight (Oliveira et al., 2014). The skin color was
measured at three different equatorial positions of the fruit using the CIELab system (L* a*
b*). The hue angle (h*ab) and chroma (C*ab) were measured in a CR-300 colorimeter
(MINOLTA Co., Osaka, Japan) using a 10-mm quartz cuvette, consistent with the
International Commission on lllumination (CIE, 1986). The CIELab color scale (L*a*b*) was
used with a D65 illuminant (standard daylight) at a 10° angle. Using reference plates, the
apparatus was calibrated in the reflectance mode, and the specular reflection was excluded.
The firmness was determined using 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 (Guerra et al., 2015). Total phenolics content was measured using Folin-Ciocalteu
phenol reagent. Samples of plums (5 g) homogenized in ultrapure water (10 mL) were filtered
in qualitative filter paper with 0.2 N Folin-Ciocalteu reagent and 7.5% sodium carbonate
added. After a 2 h-incubation at room temperature, absorbance at 760 nm was measured.

Gallic acid (0 - 100 mg/mL) was used as a standard to produce the calibration curve. The total
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phenolic contents were expressed as mg of gallic acid equivalents (GAE) /100 g fruit (Silva et

al., 2013).

2.12 Determination of organic acids and sugar profiles on plums

The organic acids (malic, acetic, citric, propionic, formic, lactic and pyruvic acids) and
sugars (xylose, fructose and glucose) in uncoated and coated plums were determined on the
1st and 8th days of storage at room temperature and on the 1st, 12th and 21th days of storage
at cold temperature. Plums were ground, and then an aliquot of 2 g was homogenized in ultra-
pure water (10 mL) for 10 min using a mini-Turrax apparatus. The material was centrifuged
(4000 rpm, 15 min, 4 ° C), and the supernatant was collected and filtered through a membrane
of 0.45 mm. The extract obtained was subjected to High-Performance Liquid
Chromatography analysis to determine the organic acids and sugars using a Varian Waters
2690 (California, USA) equipped with a binary solvent system "valve Rheodyne™ with a 20-
pL loop, at a temperature of 65 ° C, coupled with a diode array detector (Varian 330) at
wavelengths of 220 to 275 nm, a pumping system with high pressure gradient setting
(VARIAN 230) and processing software GALAXIE Chromatography Data System. The other
analytic conditions were as follows: an Agilent Hi-Plex H column (7.7 x 300 mm, 8 p);
mobile phase 0.009 H,SO,; and flow rate, 0.7 mL/min. The HPLC sample peaks were
identified by comparing their retention times with those of organic acid standards (Sigma
Aldrich®). Duplicate injections were performed, and the average peak areas were used for

quantification (Zeppa et al., 2001).

2.13 Chromatographic analysis and identification of phenolics
The phenolics compounds were determined on the 1st and 8th days of storage at room

temperature and on the 1st, 12th and 21th days of storage at cold temperature. HPLC analyses
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were performed using a Shimadzu Prominence LG20AT HPLC equipped with a photodiode
array detector (SPDM20) and a reversed-phase column (Shimpack CLCODS, 4.6 mm x 250
mm X 5 mm). For the benzoic and cinnamic acid derivatives, the mobile phase consisted of a
mixture of 2% aqueous acetic acid in water (A) and acetonitrile: methanol (2:1) (B) at a flow
rate of 1 mL/min. A gradient elution was used, starting with 20% B up to 15 min, 30% B at
20 min, 40% B at 30 min and isocratic at 40% B up to 45 min. The flavonoids were separated
using a mobile phase consisting of 1% aqueous acetic acid (A) and methanol (B) at a flow rate
of 1 mL/min. The mobile phase was delivered using the following solvent gradient: 0—3 min
40% B, 5-15 min 45% B, 17-25 min 50% B, 27-35 min 55% B and 35-40 min 70% B. The
injection volume was 10 pL. The identification of phenolic compounds was based on the
retention times, the UV spectra and a chromatographic comparison (co-injection) with

authentic markers from Sigma Aldrich® (Borges et al., 2011).

2.14 Sensory analysis of plums

Plums uncoated or coated with GA, GA-OVEO or GA-OVEO-ROEO were subjected
to acceptance and preference tests at different time intervals (1, 5 and 10 days) throughout the
cold temperature storage (to ensure the microbiological safety of the samples offered to the
panelists). Sixty untrained tasters participated in the acceptance and preference tests. The
sensory analyses were performed after approval from an Ethics Research Committee (protocol
712.884/2014). The analysis was performed under controlled temperature and lighting
conditions in individual booths. Each panelist received approximately 1/4 of the fruit of plums
treated with the different GA-EO coatings served on disposable white plates coded with a
random three-digit number. The fruit samples were simultaneously served in a blinded and
random sequence immediately after their removal from cold temperature storage. The tasters

were asked to eat a salty biscuit and drink water between samples to avoid aftertaste effects.
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For the preference test, the tasters were asked to select the most and least appreciated samples
based on overall evaluation. The intent to purchase was assessed on 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

(like very much) (Santos et al., 2012).

2.15 Statistical analyses

All analyses were performed in triplicate in three independent experiments, and the
results were expressed as the mean of the data obtained in each replicate. Statistical analyses
were performed using descriptive statistics (mean and standard deviation) and inferential tests
(ANOVA) followed by Kruskal-Wallis test for data of mycelial growth, spore germination
and mold occurrence in fruit or Tukey's test for data of physicochemical and sensory
parameters of fruit) to determine statistically significant differences (p < 0.05) between

treatments. For the statistical analyses, the computational Sigma Stat software 2.03 was used.

3. Results
3.1 Identification of OVEO and ROEO constituents

The GC-MS analysis identified 22 different constituents in OVEO and 26 different
constituents in ROEO (Table 1). The constituents present in the highest amounts in OVEO
were thymol (64.42%), limonene (12.50%) and y-terpinene (6.78%). Other constituents, such
as phenol (3.82%), linalool (2.85%) and a-pinene (1.69%), were found in minor amounts.
Eucalyptol (49.75%) was the major constituent in ROEO, followed by camphor (13.88%), a-
pinene (11.08%) and pB-pinene (9.40%). Constituents such as caryophyllene (3.85%),

camphene (2.48%) and borneol (1.31%) were found in minor amounts.
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3.2 In vitro effects of OVEO and ROEO against R. stolonifer

OVEO and ROEO exhibited MICs of 0.25 pL/mL and 1 pL/mL, respectively,
against R. stolonifer URM 3728. The results of the FICI assay showed a synergistic
interaction for the combined application of OVEO and ROEO (data not shown). The
inhibition of the test fungal strain occurred by exposure to combined EOs up to 1/4 of MIC
(OVEO 0.06 uL/mL; ROEO 0.25 uL/mL). The inhibition by the combination of OVEO
and ROEO was greater (p < 0.05) than that observed in assays with each EO alone at either

MIC or subinhibitory concentrations.

The incorporation of OVEO alone at 0.25 pL/mL or at 0.12 and 0.06 pL/mL in
combination with ROEO at 0.5 and 0.25 puL/mL, respectively, in growth medium containing
GA resulted in strong inhibition of fungal mycelium growth throughout the 72-h incubation
period (Fig. 1). Still, GA and OVEO alone or in combination with ROEO showed strong
inhibition of spore germination (87-94%) and fungal sporulation (Table 2). However, the GA
assayed with ROEO at 1 pL/mL showed weak inhibitory effects toward fungal mycelial
growth over time, as well as low inhibition of fungal sporulation and spore germination

(Table 2; Fig. 1).

3.3 Effects of GA-EO coatings on Rhizopus soft rot

Based on the low efficacy of GA-ROEO to inhibit the mycelial growth, spore
germination and sporulation of R. stolonifer, despite the high MIC value of ROEO, assays
were performed on plums with coatings comprising GA and OVEO at 0.25 pL/mL as well as
on plums with coatings comprising GA containing OVEO at 0.06 uL/mL and ROEO at 0.25

puL/mL (GA-OVEO and ROEO).



58

Plums coated with GA-OVEO or GA-OVEO-ROEOQO presented visible signs of
Rhizopus soft rot after 6 days of storage at room temperature, while fruit coated with
dispersion containing only GA or uncoated fruit presented visible signs of Rhizopus soft rot
after 2 days of storage. No visible signs of Rhizopus soft rot were observed on plums coated
with GA-OVEO or GA-OVEO-ROEO throughout the 21 days of storage at cold temperature.
Otherwise, uncoated fruit or fruit coated with dispersion containing only GA and stored at
cold temperature showed visible signs of Rhizopus soft rot on the 6th and 9th days of storage,
respectively (Table 3).

At the end of the storage time at room and cold temperatures, of the uncoated plums
infected with R. stolonifer, 95% and 65% of the fruits were infected, respectively. Of the
plums coated with GA without OEs incorporated, 92% of the fruits were infected at the end of
storage at room temperature and 64% of the fruits were infected at the end of storage at cold
temperature, while those coated with GA-OVEO and GA-OVEO + ROEO presented infection
rates < 15% when stored at room temperature. No infected fruits were observed among plums

coated with GA-OVEO or GA-OVEO + ROEO after 21 days of cold storage (Table 3).

3.4 SEM analyses of plums infected with R. stolonifer

The SEM analyses of plums infected with R. stolonifer spores and of uncoated plums
(control) showed a large number of spores with normal spherical or elliptical appearance and
prominent typical cylindrical grooves (Fig. 2A-B). Still, it was possible to observe a swelling
in the tip of the germ tube representing pre-penetration structures (Fig. 2A) as well as the
penetration of the germ tube in the tissue of the infected plums (Fig. 2B). Similar results were
observed in fruit coated with only GA (germinated spores and tissue penetration) with the
additional development of hyphae (Fig. 2 E-F). Plums coated with GA-OVEO and GA-

OVEO-ROEO exhibited a sharp reduction in the number of spores present on the surface, and
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the spores, when present, did not exhibit germination (germ tube) or penetration structures

(hyphae) (Fig. 2 C-D).

3.5 Effects of GA-OEs coatings on physicochemical characteristics of plums

Considering the similar results observed for the coatings comprising GA and OVEO at
0.25 pL/mL (GA-OVEO) and GA containing the OVEO at 0.06 pL/mL and ROEO at 0.25
puL/mL (GA-OVEO and ROEOQ) in assays of the effects on Rhizopus soft rot and the possible
influence of the coating comprising only GA on the physicochemical aspects of the fruit
during storage, the effects of GA alone, GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO on the
physicochemical changes of plums were evaluated during storage at room and cold
temperatures (Table 4). The plums coated with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO showed
differences (p < 0.05) for all evaluated parameters compared to the uncoated fruit during
storage at both room and cold temperatures, with the exception of firmness and weight loss
(Fig. 3 and 4). However, the differences (p < 0.05) between the detected values for the same
quality attribute monitored and the fruit group (coating treatment) were observed at different
times intervals during storage at room or cold temperatures. Uncoated plums or plums coated
with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO stored at both room or cold temperatures decreased
(p <0.05) their TA and SS over the assessed storage time interval.

The TPC of coated or uncoated plums decreased (p < 0.05) over the assessed storage
period at both room and cold temperatures. However, the decrease was lower (p < 0.05) in
fruit coated with GA-OVEO and GA-OVEO- ROEO compared to uncoated fruit for both
tested storage temperatures.

The coated and uncoated fruit with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO were
predominantly purple during storage, both at room and cold temperatures. Values of a* and

b* decreased (p < 0.05) over time in all fruit groups, while lightness/brightness (L*) showed
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higher values in fruit coated with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO. There were no
differences in the values of h * ab and C * ab among coated and uncoated fruit during storage
at both storage temperatures (p > 0.05) (Table S1).

Plums coated with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO that were stored at cold
temperature exhibited similar (p > 0.05) loss weight rates to those observed for uncoated fruit
until the 12th day of storage (Fig. 3). After this period, fruit coated with GA-OVEO and GA-
OVEO-ROEO showed lower (p < 0.05) weight loss rates than the uncoated fruit. At room
temperature, uncoated fruit exhibited greater weight loss rates than GA-OVEO and GA-
OVEO-ROEO after the 4th day of storage until the end of the assessed storage period. In
general, coated and uncoated plums stored at room temperature showed higher (p < 0.05)
weight loss rates than those stored at cold temperature.

The firmness decreased with increasing storage time in coated and uncoated plums;
however, the firmness of fruit coated with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO was higher (p <

0.05) at all assessed storage time points compared with uncoated fruit (Fig. 4).

3.6 Effects GA-OEs coatings on sugars and organic acids in plums

The sugar present in highest amounts in uncoated plums and plums coated with GA-
OVEO and GA-OVEO-ROEO was xylose, followed by fructose and glucose (Fig. 5). At both
room and cold storage temperatures, coated and uncoated fruit exhibited decreases in sugar
contents with increased storage time; however, uncoated fruit exhibited the highest (p < 0.05)
decreases, particularly in fruit stored at room temperature.

The amounts of the seven organic acids determined in coated and uncoated plums and
observed at the beginning of the storage at both room and cold temperatures varied among the
different fruit groups (Fig. 6). The organic acid detected in the highest (p < 0.05) quantities

was malic acid. This acid showed a sharp decrease (p < 0.05) in all fruit groups during storage
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at both room and cold temperatures; however, the reduction was higher (p < 0.05) in uncoated
fruit compared to the reduction observed in GA-OVEO and GA-OVEO-ROEOQO coated-fruits.
The amounts of acetic, citric, propionic, formic and lactic acids increased (p < 0.05) during
storage at room temperature in uncoated and coated fruits. Otherwise, at cold temperature, the
amounts of these organic acids remained similar (p > 0.05) during storage in fruit coated with
GA-OVEO and GA-OVEO-ROEOQ, while the amounts of these organic acids decreased (p <

0.05) in uncoated fruit.

3.7 Effects of GA-OEs coatings on phenolic compounds of plums

The HPLC chromatograms of the phenolic acids and flavonoids identified in plums
indicated similar profiles in uncoated and coated fruit stored at room or cold temperature
(Table. 5). Among the phenolic acids identified, ellagic and 2,5-dihydroxybenzoic acids were
detected in the highest (p < 0.05) amounts. No difference (p > 0.05) was observed in the
amount of 2,5-dihydroxybenzoic between fruit coated or uncoated during storage at both
room and cold temperatures. Ellagic acid increased (p < 0.05) in all fruit groups during
storage; however, plums coated with only GA, GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO stored at
cold temperatures showed higher increases (p < 0.05). Regarding the flavonoids, rutin was
detected in higher amounts (p < 0.05), and quantities of this flavonoid in coated and uncoated
fruit increased (p < 0.05) during the storage period despite the storage temperatures. Higher
amounts of rutin were detected in plums coated with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO
stored at both studied storage temperatures compared with fruit coated with GA or uncoated

fruit. The amounts of cathecin increased (p < 0.05) in all fruit groups during storage.

3.8 Effects of GA-OEs coatings on the sensory characteristics of plums
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The uncoated plums and plums coated with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO were
subjected to acceptance and purchase intent at different time points of cold storage (1st, 5th
and 10th days) (Table. 6). The uncoated plums and plums coated with GA-OVEO and GA-
OVEO-ROEO received similar results (p > 0.05) for appearance, taste, texture and overall
evaluation at different storage times in the categories “liked slightly” or “liked moderately”.
For color and flavor attributes, higher scores were observed for plums coated with GA-OVO
and GA-OVEO-ROEO, corresponding to “strongly like”’; however, plums coated with GA-
OVEO received the lowest scores for the aftertaste attribute, corresponding to “neither like
nor dislike”, while fruit coated with GA-OVEO-ROEO did not differ (p > 0.05) from the
uncoated plums and received scores in the category “liked slightly” for this attribute.

When the panelists were asked to indicate the intent to purchase, the responses were
generally “possibly purchase” for all of the fruit groups at all of the assessed storage periods.
No differences (p > 0.05) related to the time of storage were observed.

4. Discussion

In the past few years, OVEO and ROEO have been cited as alternatives to control
postharvest pathogenic fungi (Soylu, Kurt, Soylu, 2010), and the incorporation of these OEs
in edible coatings is reported as a feasible technology to control postharvest decay in fruit
(Santos et al., 2012; Sousa et al., 2013). Considering the well-known biodegradability and
non-toxicity of GA as well as its coating-forming properties (Motlagh et al., 2006; Ali et al.,
2010), the efficacy of OVEO and ROEO incorporated in GA-based coatings to control
Rhizopus soft rot in plums was assessed.

The identification of the major constituents thymol (THY) and eucaliptol (EUC) in
OVEO and ROEO, respectively, supports the findings of previous studies (Jordan et al., 2013;
Barbosa et al. 2016). OVEO and ROEO exhibited MICs of 0.25 pL/mL and 1.0 pL/mL

against R. stolonifer, respectively. The MIC of OVEO observed in the present study was
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lower than the MIC previously reported (10 puL/mL) for OVEO against the same target fungus
(Santos et al., 2012), while was the same MIC was reported for ROEO against Aspergillus
niger and A. flavus (Sousa et al., 2013). Variation in the antimicrobial effects of EOs obtained
from the same or different vegetal species, sometimes against the same microbial species, can
be associated with differences in EO composition, which varies according to the characteristic
of the raw materials used for extraction, the ecological and geographical conditions, the age of
the plant, the harvesting time and the methods used for extraction (Carvalho et al., 2015).

The combined application of OVEO and ROEO at sub-MICs revealed the occurrence
of a synergistic interaction against R. stolonifer, suggesting enhanced antifungal effects from
the application of these substances in combination. The GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO
dispersions showed higher inhibitory effects against mycelial growth compared to dispersions
containing only GA and GA-ROEO. The antifungal effects of OEs are suggested to be the
result of the attack on the cell wall and retraction of the hypha cytoplasm affecting
morphogenesis and fungal growth and finally resulting in mycelium death or lack of
sporulation (Vesentini et al., 2007; Moreira et al., 2010). However, the intensity of the
inhibitory effect of an EO is mainly defined by its major individual constituents (Carovi¢-
Stanko et al., 2010). Because of its chemical structure, THY (monoterpene with a hydroxyl
group in the ortho-position), the major individual constituent in the studied OVEO, exhibits
high hydrophobicity and is considered more effective as an antimicrobial agent than other
constituents present in EOs, such as EUC (terpen hydrocarbon), the major constituent
detected in ROEO (Burt, 2004; Barbosa et al., 2016). This reinforces the stronger inhibitory
effects against R. stolonifer observed in vitro for GA-dispersion containing OVEO.

However, in dispersions containing OVEO and ROEOQ in combination, lower amounts
of each essential oil were assayed compared to those tested in dispersions of GA containing

only OVEO or ROEO, and similar effects on the inhibition of mycelial growth were observed.



64

The synergistic interaction verified between OVEO and ROEO toward R. stolonifer most
likely was associated with the capability of EUC to cause cell wall disturbance enabling THY
to act on intracellular targets causing thinning and wrinkling of mycelia and loss of
cytoplasmic material (Sousa et al., 2013). Still, it has been reported that the exposure to
OVEDO at sub-MICs caused significant morphological changes in spores (wilting, disruption,
loss of cellular material and deepening of ridges) of R. stolonifer (Santos et al., 2012), thereby
interfering with spore germination. These findings could explain the strong and steady
antifungal effects observed for GA-OVEO-ROEOQ dispersion in in vitro assays of inhibition of
the mycelial growth, sporulation and germination of spores, when lower concentrations of
each OVEO and ROEO were assayed.

The application of coatings comprising GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO delayed
the appearance of Rhizopus soft rot in plums during storage at room and cold temperatures
and reduced the incidence of rotted fruit at the end of the assessed storage time interval,
confirming the inhibitory effects verified in the “in vitro” assays. However, the soft-rot
inhibitory effects displayed by both GA-OVEO and GA-OVEO-ROEOQO coatings were
stronger when plums were stored at cold temperature. Enhanced antifungal effects of
polysaccharide-based coatings, containing EOs or not, at low temperature have already been
reported in grapes (Guerra et al., 2015; Oliveira et al., 2014). The delay of the incidence of
Rhizopus soft rot in plums treated with coatings comprising GA and OVEO alone or in
combination with ROEO could be associated with the weaker pathogenicity of R. stolonifer at
low temperatures (Santos et al., 2012) and/or the slowing of physiological processes of
maturation in fruit stored at cold temperatures and consequently higher resistance to mold
infection (Oliveira et al., 2014; Sanchez-Gonzalez et al., 2011).

The SEM analyses in plums infected with R. stolonifer spores also supported the in

vitro inhibitory effects on spore germination and fungal mycelial growth. Still, the SEM data
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partially explained the reduced percentage of infected plums coated with GA-OVEO and GA-
OVEO-ROEO, because these coatings are capable to prevent the spore germination of R.
stolonifer on the surfaces of plums, a determining factor for the beginning of host
colonization and infection. As observed in our study, particularly in fruit treated and untreated
with the coating containing only GA, a previous study reported that R. stolonifer is capable of
penetrating and infecting injured and intact fruit (Baggio et al., 2015); therefore, the GA
coatings containing OVEO or OVEO and ROEO tested in the present study acted as barriers
against fungal penetration in plums. Considering that GA coatings could influence the
physicochemical and sensory properties, or sugar and organic acid profiles, and consequently
affect the acceptance of consumers and/or the shelf-life of the fruit, the effects on these
attributes in plums during storage were also assessed. The GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO
coatings prevented the weight loss and delayed the decrease in firmness of fruit during storage
at both room and cold temperatures. The weight loss in fresh fruit is primarily associated with
the water loss caused by transpiration and respiration (Das et al., 2013), while the firmness of
plums is directly related to the maturation degree due to postharvest cell wall modification
that changes the cell wall strength and cell-to-cell adhesion (Valero and Serrano, 2010;
Guerra and Casquero 2008). Therefore, the physical barrier formed by GA coatings on the
fruit surface reduces the respiration and transpiration and delays the maturation (Ali et al.,
2011). The enhanced effects when OVEO and ROEO were incorporated in GA-coatings most
likely occurred because of the hydrophobicity of these substances (Guerra et al., 2015). These
are interesting results because weight loss and firmness are important indicators of the
postharvest shelf-life and market value of plums, as well as of consumer appeal and
satisfaction (Karaman et al., 2013). Still, the fungal inhibition imposed by GA-OVEO and
GA-OVEO-ROEO coatings protect the fruit against the action of the cell wall-degrading

enzymes used by R. stolonifer for colonization and fruit infection (Baggio et al., 2015),
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which, in addition to the action of cell wall-degrading enzymes naturally present in plums,
contributes to decreased fruit firmness.

The changes in TA values in uncoated plums and plums coated during the assessed
storage time interval reflect the detected changes in quantities of organic acids, mainly malic
acid. Malic acid is a predominant organic acid in plums, accounting for approximately 80% of
their acidity. As observed in the present study, during the maturation period of plums, an
initial increase in the amount of malic acid is expected, followed by a decrease over time until
the last maturation stage (Guerra and Casquero, 2008). Similarly, during storage, changes in
the concentrations of acetic, citric, propionic, formic and lactic acids in plums, primarily
associated with metabolic pathways in the vegetal tissues, occur naturally (Singh et al., 2009).
Regarding SS values, the results verified in the present study support a previous report of SS
values of healthy plums ranging from 6 to 22° Brix, which, after an initial increase, decrease
during storage/maturation (Valero et al., 2003). As expected, in accordance with the observed
SS values, plums showed a decrease in sugars (xylose, fructose and glucose) during storage at
room temperature (Crisosto et al., 2004), and, similar to the observation for organic acids,
uncoated fruit exhibited the highest decreases. Overall, the higher decreases in malic acid and
sugars observed in uncoated fruit during storage at room temperature compared with fruit
coated with GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO most likely were related to the delay of
maturation in coated fruit as a result of reduction of their respiration and transpiration.

In this study, the application of the GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO coatings had no
negative effect on the purple color of the plums, even in fruit stored at cold temperature. This
is an interesting result because a previous study demonstrated a decrease in L* values when
fruit were treated with GA-based coatings and stored at cold temperature (Cai et al., 2014). In
plums coated with GA and EOs, there was an increase in lightness compared to the uncoated

fruit. Greater lightness/brightness has been described for fruit coated with polymer-based
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dispersions, which can be associated with brightness and high transparency of the formed
coating (Oliveira et al., 2014).

GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO coatings showed efficacy in maintaining higher
quantities of ellagic acid and rutin during storage at both studied temperatures, showing the
desired results, due to the bioactivity of these compounds (Singh and Khan, 2010).

The coatings comprising GA-OVEO and GA-OVEO-ROEO did not affect the
appearance, taste, texture and overall evaluation of the plums, while they did enhance the
flavor and color of the plums according to sensory analysis, suggesting a positive impact of
the higher brightness in coated fruit. Still, the mixture of volatile compounds present in the
OEs when incorporated in GA, a well-known flavor enhancer (Ali et al., 2010), was positively
perceived by the panelists and apparent in the high scores awarded for flavor by the panelists.

A negative impact on the aftertaste attribute was observed for the GA-OVEO coating
but not for the GA-OVEO-ROEO coating. This result could be explained by the high
quantities of THY present in the tested OVEO. It has been reported that OVEQO containing
high amounts of THY produce a changeable “warmly pungent flavor” in food during storage,
and this is considered a critical issue for organoleptic characteristics of this EO (Azerédo et
al., 2011; Sousa et al., 2013). In contrast, the EUC present in high amounts in ROEO
produces a “distinctive but pleasant mint-like flavor”. Therefore, the synergistic interaction of
the combined application of OVEO and ROEO in coatings is interesting because, in addition
to the desirable antifungal effects, it could minimize the impact of these compounds on the

sensory perception of consumers.

Conclusions
The results of the present study showed that GA-OVEO or GA-OVEO-ROEO

solutions possess strong antifungal effects against R. stolonifer based on the inhibition of
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mycelial growth, spore germination and sporulation. The application of coatings comprising
GA and OVEO alone or in combination with ROEO on artificially contaminated plums
delayed the appearance of signs of Rhizopus soft rot in fruit during storage and reduced the
percentage of rotted fruit at both room and cold temperatures. The tested coatings comprising
GA and OVEO or GA, OVEO and ROEO enhanced the firmness, prevented weight loss and
maintained higher amounts of sugars, malic acid and polyphenols in plums during storage.
Considering the sensory aspects, the tested coatings enhanced the color and flavor of the
plums, while the coating comprising GA and OVEO was negatively perceived in regards to
the aftertaste attribute.

These results reveal the efficacy of GA coatings containing OVEO alone or in
combination with ROEO to control Rhizopus soft rot in plums. Particularly, the coating
comprising GA-OVEO could be an interesting alternative to the synthetic antifungal agents

currently used to reduce postharvest losses in these fruits.
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Figures

Figure 1. Effects of gum arabic, O. vulgare and R. officinalis essential oils alone or in
combination on R. stolonifer URM 3728 mycelial growth over 72 h (28 °C). (*): 0 uL/mL of
gum arabic and essential oil (control). (m): GA at 1 g/mL. (O): GA at 1 g /mL and OVEO at
0.125 pL/mL + ROEO at 0.50 uL/mL. (A): GA at 1 g/mL + OVEO at 0.06 uL/mL + ROEO
at 0.25 pL/mL. (v): GA at 1 g/mL + OVEO at 0.25 uL/mL. (e): GA at 1 g/mL + ROEO at 1
pL/mL.

Figure 2. Scanning electron microscopy of the surface of plums infected with spores of
Rhizopus stolonifer URM 3728. (A-B) Uncoated plums; (E-F) plums coated with gum arabic
(GA) at 1 g/mL alone; (C) plums coated with GA (1 g/mL) + OVEO at 0.06 uL/mL + ROEO
at 0.25 pL/mL; and (D) plums coated with GA (1 g/mL) + OVEO at 0.25 pL/mL.

Figure 3. Weight loss in uncoated plums and plums coated with dispersion containing gum
arabic (GA) alone or in combination with only O. vulgare essential oil (OVEO) or both
OVEO and R. officinalis essential oil (ROEO) during storage at room temperature (A) or at
cold temperature (B). (*): 0 uL/mL of gum arabic or essential oil (control). (m): GA at 1
g/mL. (A): GA (1 g/mL) + OVEO at 0.06 pL/mL + ROEO at 0.25 pL/mL. (v) GA (1 g/mL)
+ OVEO at 0.25 pL/mL.



75

Figure 4. Firmness of uncoated plums and plums coated with dispersion containing gum
arabic (GA) alone or in combination with only O. vulgare essential oil (OVEQO) or both
OVEO and R. officinalis essential oil (ROEO) during storage at room temperature (A) or at
cold temperature (B). (*): 0 uL/mL of gum arabic or essential oil (control). (m): GA at 1
g/mL. (A): GA (1 g/mL) + OVEO at 0.06 pL/mL + ROEO at 0.25 pL/mL. (v) GA (1 g/mL)
+ OVEO at 0.25 pL/mL.

Figure 5. Changes in the concentrations of sugars in uncoated plums and plums coated with
dispersion containing gum arabic (GA) alone or in combination with only O. vulgare essential
oil (OVEO) or both OVEO and R. officinalis essential oil (ROEO) during storage at room
temperature (A) or at cold temperature (B). (*): 0 pL/mL of gum arabic or essential oil
(control). (m): GA at 1 g/mL. (A): GA (1 g/mL) + OVEO at 0.06 pL/mL + ROEO at 0.25
pL/mL. (v) GA (1 g/mL) + OVEO at 0.25 pL/mL.

Figure 6. Changes in the concentrations of organic acids in uncoated plums and plums coated
with dispersion containing gum arabic (GA) alone or in combination with only O. vulgare
essential oil (OVEO) or both OVEO and R. officinalis essential oil (ROEO) during storage at
room temperature (A) or at cold temperature (B). (*): 0 uL/mL of gum arabic or essential oil
(control). (m): GA at 1 g/mL. (A): GA (1 g/mL) + OVEO at 0.06 pL/mL + ROEO at 0.25
uL/mL. (v) GA (1 g/mL) + OVEO at 0.25 pL/mL.



Table 1. GC-MS analysis of essential oils from O. vulgare L. and R. officinalis L.
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OVEO ROEO
Peak Compound '?(;E;‘ Peak Compound '?(;g;"
1 2-Hexanone 0.04 1 2-hexanone, 3,3-dimethyl- 0.48
2 2-Hexanone, 3,3-dimethyl- 0.57 2 Ethanone, 1-(3-ethyloxiranyl)- 0.43
3 Ethanone, 1-(3-ethylloxiranyl)- 0.42 3 a- Thujene 0.27
4  a-Thujene 0.36 4  a-Pinene 11.0
5 a-Pinene 1.69 5 Camphene 2.48
6  Bicyclo[2,2,1]heptane 0.57 6 3-Henen-2-one 0.21
7  3-Hexen-2-one 0.29 7 Sabinene 0.11
8  B-Pinene 0.69 8 B - Pinene 9.40
9  Myrcene 1.15 9 Myrcene 0.93
10 Pseudolimonene 0.12 10 - Phellandrene 0.08
11 - Terpinene 0.93 11 A-3-Carene 0.16
12 Benzene,1-methyl-2-(1-methyletyl) 0.11 12 a- Terpinene 0.30
13 Limonene 125 13 P-Cymene 0.89
14  Eucalyptol 0.30 14  Eucalyptol 49.7
15 y-Terpinene 6.78 15  y- Terpinene 0.46
16 Linalool 2.85 16  Trans-Sabinene hydrate 0.11
17 Thymol methyl ether 0.17 17  Terpinolene 0.24
18 Benzene 0.60 18  Linalool 0.92
19 Thymol 64.4 19  Camphor 13.8
20 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl) 3.82 20  Borneol 1.31
21 Caryophyllene 1.23 21  3-Cyclohexenol 0.49
22  Caryophyllene oxide 0.39 22  o- Terpineol 0.94
- - 23 Bornyl acetate 0.81
- - 24 «o- Copaene 0.17
- - 25  Caryophyllene 3.85
- - 26 o- Humulene 0.26
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Table 2. Effects of gum arabic (GA) alone or in combination with O. vulgare (OVEO) and or
R. officinalis (ROEO) essential oil on R. stolonifer URM 3728 spore germination and

sporulation after a 24 h-incubation (25 °C).

Treatments Inhibition of spore N° espores.mL(10%
germination (%)

Control 00.00 (x 0.00) a 32.42a

Gum Arabic (GA) 64.12 (£ 2.53)b 29.38a

GA-OVEO 0.12 + ROEO 0.50 94.37 (= 2.02)c 3.92b

GA-OVEO 0.06 + ROEO 0.25 93.48 (x 1.72)c 4.00b

GA-OVEO 0.25 87.26 (£ 2.15)d 3.86b

GA-ROEO 1.00 20.53 (£ 2.54)e 26.13a

Control: without GA or EOs; GA-OVEO 0.12 + GA-ROEO 0.50: GA 1 mg/mL with OVEO 0.12 pL/mL + ROEO 0.50 pL/mL;
GA-OVEO 0.0.06 + GA-ROEO 0.25: GA 1 mg/mL with OVEO 0.06 pumL + ROEO 0.25 pu/mi; GA-OVEO 0.25: GA 1
mg/mL with OVEO 0.25 pu/mL; GA-ROEO 1.00: GA 1 mg/mL with ROEO 1.00 pu/mL.

a — e For each trial, different superscript letters in the same column denote differences (p < 0.05) among the mean values (for the different
treatments at same storage period) according to Tukey's test.
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Table 3. Occurrence of Rhizopus soft rot in uncoated plums and plums coated with gum
arabic (GA) alone or in combination with only O. vulgare essential oil (OVEO) or both
OVEO and R. officinalis essential oil (ROEO) during storage at room temperature (25 °C, 8
days) or at cold temperature (12 °C, 21 days).

Days of storage for detection Percent of infected fruits at the

Contr

Treatments of first signs of fungal end of the storage time ol:
infection (uncog

Room Cold Room Cold it

temperature temperature temperature temperature GA:

GA 1

Control 2nd 6th 95.20 (£7.05)*  65.12 (+4.06)° mg/ ;
Gum Arabic (GA) 4th 9th 92.50 (+4.13)*  64.35 (+3.09)* L;
GA-OVEO-ROEO 6th nd 11.00 (3.07)" nd OG\',AE
GA-OVEO 6th nd 12.50 (¢3.27)" nd o gE-

O: GA 1 mg/mL with OVEO 0.06 pL/mL + ROEO 0.25 pL/mL; GA-OVEO: GA 1 mg/mL with OVEO 0.25 pL/mL.
a — b For each trial, different superscript letters in the same column denote differences (p < 0.05) among the mean values (for the different
treatments at same storage period) according to Tukey's test.
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Table 4. Mean values for physicochemical quality parameters in uncoated plums and plums coated with gum arabic (GA) alone or in
combination with only O. vulgare essential oil (OVEO) or both OVEO and R. officinalis essential oil (ROEQO) during storage at room
temperature (25 °C, 8 days) or at cold temperature (12 °C, 21 days).

Room temperature (25 °C)
Days of storage

Cold temperature (12 °C)
Days of storage

Treatments 1 ) 8 3 17 1
Titratable acidity (mmol H*/100 g of fruit)

Control 16.10 ( 0.46)™ 16.60 (+ 0.80)™ 10.20 (+ 0.55)% 18.60 (£ 0.34®  18.10 (+ 0.70)™ 16.80 (£ 0.41)

Gum Avrabic (GA) 17.60 (+ 0.32)"" 14.60 (+ 0.58)° 10.20 (+ 0.63)% 19.60 (+ 0.29)"°  16.20 (+ 0.82)%"  11.80 (+ 0.35)"

GA-OVEO-ROEO 16.60 (+ 0.33)" 15.40 (+ 0.84)% 11.80 (+ 0.72)" 18.40 (+ 0.35)"  17.80 ( 0.24)*® 17.00 (£ 0.21)52

GA-OVEO 17.20 (+ 0.18)*" 14.80 (+ 0.62)°° 12.80(% 0.98)%° 18.60 (+ 0.45)"*  17.80 (+ 0.64)"  13.60 (+ 0.32)%
Soluble solids (°Brix)

Control 11.00 ( 0.28)™ 10.15 (+ 0.25)% 7.60 (x0.08)% 19.02 (£ 0.07)™  15.60 (+0.19) 15.10 (+ 0.07)%

Gum Arabic (GA)
GA-OVEO-ROEO

8.10 (+ 0.14)"
9.15 (+ 0.21)"°

8.20 (+ 0.09)"
9.10 (+ 0.14)"°

7.15 (+ 0.05)%°
8.25 (+ 0.07)"°

19.30 (£ 0.11)™
20.60 (+ 0.14)"°

17.35 (+ 0.91)%°
17.80 (+ 0.09)%°

16.20 (+ 0.14)P
17.02 (£ 0.04)%°

GA-OVEO 9.05 (+ 0.07)"° 8.50 ( 0.00) 7.65 (£ 0.05) 18.25 (+ 0.07)*°  17.45 (+ 0.07)%° 17.00 (£ 0.14)®°
Total phenolics (mg GAE/ 100g)

Control 80.07 (+ 1.18)™ 72.83 (+ 0.70)% 61.66 (+ 1.55) 67.68 (+ 1.58)"  50.85 (£ 1.55)%®  57.96 (+ 1.54)%

Gum Arabic (GA) 78.37 (+ 1.05)" 69.81 (+ 1.08)%° 58.77 (+0.14) 63.00 (+ 1.86)"°  60.57 (£ 1.50)%8  59.85 (+ 1.73)%

GA-OVEO-ROEO 82.67 (x 1.17)" 73.66 (+ 0.37)%2 62.90 (+ 1.63)“ 69.87 (+1.01)"  64.16 (+0.79)®®  63.18 (+ 1.30)*°

GA-OVEO

82.25 (+ 1.66)*

74.61 (+ 1.13)%

63.48 (+ 0.97)<

67.78 (+ 1.32)"

63.02 (+ 1.10)%°

62.59 (+ 0.73)%°

Control: (uncoated fruit). GA: GA 1 1 mg/mL; GA-OVEO-ROEO: GA 1 mg/mL with OVEO 0.06 pL/mL + ROEO 0.25 pL/mL; GA-OVEO: GA 1 mg/mL with OVEO 0.25 pL/mL.

A~ C For each trial, different superscript letters in the same row denote differences (p < 0.05) among the mean values (for the same treatment at different storage periods) according to Tukey's test.
a— d For each trial, different superscript letters in the same column denote differences (p < 0.05) among the mean values (for the different treatments at same storage period) according to Tukey's test.
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Table 5. Phenolic compounds determined in uncoated plums and plums coated with gum arabic (GA) alone or in combination with only O.
vulgare essential oil (OVEO) or both OVEO and R. officinalis essential oil (ROEQ) during storage at room temperature (25 °C, 8 days) or at cold
temperature (12 °C, 21 days).

Phenolics (Room temperature 25 °C)

Day1 8 days

GA- GA-
Phenolic compounds Control Gum arabic ~ OVEO-ROEO GA-OVEO Control Gum arabic OVEO-ROEO GA-OVEO
Ac. 4 Hydroxybenzoic 040 (:0.03)  0.30 ( 0.03) 0.40 (£ 0.03) 0.40 ( 0.03) 0.80 ( 0.08) 090 (£0.03)  0.90 (+ 0.03) 0.90 (% 0.03)
Ac. Syringic 0.20 (£ 0.02) 0.20 (£ 0.02) 0.30 (£ 0.01) 0.20 (£ 0.02) 0.60 (+ 0.06) 0.40 (+ 0.02) 0.90 (+ 0.03) 0.40 (+ 0.02)
Ac. 2.5 dihydroxybenzoic ~ 4.30 (+ 0.61)  3.92 (% 0.04) 5.30 (% 0.05) 5.00 (2 0.07) 3.22 (+0.14) 490(022)  5.80 (+0.13) 5.30 (£ 0.08)
Ac. Vanillic 1.10 (£0.03)  1.00 (+0.02) 1.00 (+0.02) 1.00 (+ 0.05) 1.20 (x0.07) 1.20 (£0.05)  1.30 (+0.08) 1.30 (+ 0.07)
Ac. Feluric 0.30 (+0.02) 0.20 (+ 0.03) 0.40 (+ 0.02) 0.20 (£ 0.03) 0.10 (+ 0.01) 0.60 (+ 0.03) 0.80 (+ 0.02) 0.80 (£ 0.02)
Ac. Ellagic 8.90 (£0.04)  6.70 (+ 0.09) 9.82 (+0.03) 6.22 (+ 0.06) 19.70 (£ 0.13) 15.90 (£0.21) 22.20 (x0.17) 14.70 (+ 0.15)
Ac. Caffeic 1.50 (£ 0.02) 1.40 (£ 0.04) 1.80 (£ 0.01) 2.00 (£ 0.08) 2.00 (£ 0.09) 1.90 (£ 0.02) 2.00 (£ 0.06) 1.80 (£ 0.06)
Rutin 18.90 (£ 0.08) 10.62 (+ 0.06) 15.10 (£ 0.11) 15.62 (+ 0.12) 21.30 (£ 0.14) 22.40 (£ 0.12) 26.10 (£ 0.24) 29.30 (+ 0.33)
Myricetin 1.20 (+ 0.03) 1.30 (+ 0.02) 2.10 (+ 0.04) 1.80 (% 0.06) 3.40 (£ 0.07) 2.40 (£ 0.07) 4.30 (£ 0.11) 4.00 (£ 0.07)
Catechin 0.70 (+ 0.03) 0.60 (+ 0.04) 0.50 (+ 0.04) 0.70 (£ 0.04) 1.20 (+ 0.06) 1.00 (£ 0.02) 1.30 (£ 0.02) 1.50 ( 0.03)

Phenolics (Cold temperature 12 °C)
Day 12 21 days

GA- GA-
Phenolic compounds Control Gum arabic OVEO-ROEO  GA-OVEO Control Gum arabic  OVEO-ROEO GA-OVEO
Ac. 4 Hydroxybenzoic  0.60 (:0.04)  0.40 ( 0.03) 0.20 (£ 0.02) 0.20 (£ 0.02) 1.00 (£ 0.02) 040(x002)  0.30 (+0.03) 0.40 (£ 0.02)
Ac. Syringic 0.30 (£ 0.01) 0.20 (£ 0.01) 0.10 (£ 0.01) 0.10 (£ 0.01) 0.20 (£ 0.03) 0.20 (£ 0.01) 0.10 (£ 0.012) 0.20 (£ 0.01)
Ac. 2.5 dihydroxybenzoic  5.13 (+0.09)  6.10 (% 0.18) 3.20 (£ 0.08) 3.70 (£ 0.11) 450 (£ 0.09) 540 (£0.12)  3.90 (+ 0.09) 4.05 (£ 0.13)
Ac. Vanillic 1.10 (£ 0.10) 0.60 (+ 0.03) 1.22 (+ 0.06) 0.80 (¢ 0.07) 1.00 (£ 0.07) 1.00 (£ 0.07) 1.00 (+ 0.06) 1.60 (z 0.09)
Ac. Feluric 020 (£0.02)  0.20 (+0.02) 0.20 (+ 0.02) 0.20 (+0.01) 0.20 (+ 0.02) 0.20 (£0.02)  0.20 (+0.01) 0.20 (+ 0.01)
Ac. Ellagic 1250 (£0.27) 15.80(+0.28)  13.80(x0.18)  15.50 (+0.16) 17.40 (£ 0.17) 18.50 (£0.19)  21.60 ( 0.25) 19.40 (£ 0.12)
Ac. Caffeic 3.40 (£ 0.07) 3.40 (£ 0.05) 3.60 (£ 0.07) 3.40 (£ 0.09) 3.30 (£ 0.09) 3.40 (£ 0.08) 3.30 (£ 0.08) 3.40 (£ 0.03)
Rutin 14.30 (£0.18) 1560 (+0.14)  17.30 (x0.23)  18.30 (+0.13) 25.10 (+0.21) 2450 (£0.17) 28.60 (+0.18) 29.30 (+0.07)
Myricetin 0.90 (+ 0.09) 0.80 (+ 0.03) 0.80 (+ 0.08) 0.80 (£ 0.02) 1.00 (x 0.05) 0.80 (+ 0.04) 0.80 (+ 0.03) 1.20 (£ 0.04)
Catechin 0.60 (+ 0.05) 0.70 (x 0.04) 0.90 (+ 0.05) 0.70 (£ 0.04) 1.40 (x 0.11) 1.20 (x 0.07) 1.70 (x 0.06) 1.20 (£ 0.03)

Control: (uncoated fruit). GA: GA 1 mg/mL; GA-OVEO-ROEO: GA 1 mg/mL with OVEO 0.06 pL/mL + ROEO 0.25 pL/mL; GA-OVEO: GA 1 mg/mL with OVEO 0.25 pL/mL.
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Table 6. Mean values for sensory attributes in uncoated plums and plums coated with gum arabic (GA) alone or in combination with only O.
vulgare essential oil (OVEOQ) or both OVEO and R. officinalis essential oil (ROEQO) during storage at cold temperature (12 °C, 10 days).

Treatments Appearance Color Flavor Taste Aftertaste Firmness Overall
evaluation
Time 1
Control 7.35 (£ 0.22) 7.04 (£0.24)"  7.81(+0.26)"  7.34(+034)"  7.34(+x0.80)®  7.60(x0.12)™  7.44 (+0.96)™
Gum Arabic 7.26 (£ 0.59)* 7.00 (£ 0.50)"*  7.64 (+0.71)"*  7.16 (x0.62)"  7.20 (+0.41)™  7.56 (+0.42)"  7.36 (+0.25)"
GA-OVEO-ROEO 7.53 (£ 0.47)"* 8.05(+0.25)"°"  7.32(x057)"*  7.35(x0.63)"  7.23(x0.50)"  7.16 (+0.72)  7.24 (+ 0.51)*
GA-OVEO 7.65 (£ 0.26)" 8.13 (+0.37)""  7.24(+0.27)"  7.28(x059)"  6.92(+0.25)"  7.44 (+0.29)  7.60 (+ 0.81)"
Time 5
Control 7.06 (£ 0.41)% 7.31(+051)"  7.00 (+0.28)%*  7.10 (x0.29)®  7.63(+x0.45)™  7.27(x0.30)"®  7.34 (+ 1.04)™
Gum Arabic 7.07 (£ 0.46)" 7.00 (£ 0.53)"*  7.03(+0.29)®*  7.06 (+0.30)"*  7.93(+0.30)™  7.10(+0.42)%®  7.24 (+1.15)"
GA-OVEO-ROEO 6.90 (x 0.61)%* 8.04 (x0.79)"  6.60 (x0.45)°  7.14 (043"  7.67(x0.41)"  6.96 (x0.52)"*  7.31(x0.75)"
GA-OVEO 7.03 (£ 0.42)" 8.09 (x0.37)" 6.83(x0.31)% 719 (x031)" 651 (x052)" 6.93(x0.58)*  7.38 (+1.01)"
Time 10
Control 7.05 (£ 0.50)* 7.20(x0.36)"  7.55(x0.35)  7.30(£0.17)™  7.45(x0.34)™  7.10(x0.61)*  7.70 (0.92)"™
Gum Arabic 7.05(£0.19)"* 7.35(x0.22)"  7.30(x0.30)  7.70 (£0.17)"  7.50 (£ 0.49)"*  7.45(x0.84)"*  7.75(x0.71)*
GA-OVEO-ROEO 7.60 (£0.99)"* 8.02(x0.22)""  6.90(+0.88)%*  7.75(£0.72)"  7.24(£043)"  7.96 (+0.75)®*  7.80 (x 0.79)*
GA-OVEO 7.20 (£ 0.83)"* 8.00 (+0.75)""  7.35(+0.81)®"  7.55(x0.94)"  6.10(+0.97)"  7.85(+x0.88)"  7.35(+0.67)"

Time 1: 1 day of storage; Time 5: 5 days of storage; Time 10: 10 days of storage. Control: (uncoated fruit). GA: GA 1 1 mg/mL; GA-OVEO-ROEO: GA 1 mg/mL with OVEO 0.06 uL/mL + ROEO 0.25 pL/mL; GA-
OVEO: GA 1 mg/mL with OVEO 0.25 pL/mL. A- B For each trial, different superscript letters in the columns denote differences (p < 0.05) among the mean values (for the same treatment at different storage periods)
according to Tukey's test. a — b For each trial, different superscript letters in the same column denote differences (p < 0.05) among the mean values (for the different treatments at same storage period) according to

Tukey's test.
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Supplementary Table 1. Mean values of the color parameters in uncoated plums and plums
coated with gum arabic (GA) alone or in combination with only O. vulgare essential oil
(OVEOQ) or alone or in combination with and R. officinalis essential oil (ROEQO) during
storage at room temperature (25 ° C, 8 days) and at cold temperature (12 ° C, 21 days).

Parameters

Gum Arabic
(GA)

GA-OVEO

GA-
OVEO-ROEO

Control

Days of storage

Room temperature

1 26.10 (0.19"  26.19 (x0.97)**  25.75(x1.51)"  21.10 (x0.51)"
L 4 25.55 (+0.54)%* 2524 (+0.37)"  25.00 (+0.71)" 20.49 (+0.56)"°
8 25.03 (+0.52)%*  24.62 (+1.12)%®  24.19 (+0.18)"? 20.64 (+1.77)**
1 3.00 (+0.32)" 2.77 (0.37)" 2.32 (£0.14)"" 2.00 (£0.19)"°
a 4 2.98 (+0.57)* 2.62 (+0.31)" 2.25 (+0.32)" 1.67 (x0.16)""
8 2.19 (x0.59)"a 2.21 (0.32)™ 2.11 (¥1.10)* 0.95 (+0.90)""
1 0.69 (+0.17)" 0.66 (+0.06)" 0.57 (+0.13)" 0.69 (+0.19)™
b 4 0.53 (+0.13)" 0.65 (+0.28)" 0.56 (+0.29)" 0.64 (+0.03)*
8 0.39 (+0.07)" 0.54 (+0.13)"" 0.47 (+0.09)" 0.59 (£0.09)*
1 8.75(+0.68)™ 13.76 (+0.57)™  12.40 (+0.52)" 8.65 (+1.27)"
h*ab 4 8.50 (+0.91)" 12.43 (x0.75)"  11.21 (+0.43)%" 8.74 (+0.98)"
8 7.74(x1.27)% 10.63 (+0.45)%°  10.77 (+0.31)%° 8.42 (+1.33)™
1 4.54 (+0.44)" 2.93 (+0.07)™ 3.08 (+0.64)™ 3.04 (+0.86)""
C*ab 4 4.07 (0.67)* 2.77 (x0.75)*" 2.75 (+0.56)™" 2.76 (x0.20)*"
8 3.89 (+0.86)" 2.05 (+0.45)"° 2.10 (+0.16)®° 1.95 (+0.78)%°
Cold temperature
3 28.21 (¥1.20)"  30.84(x0.89)*" 29.89(+1.33)"" 24.71 (£0.85)"
L 12 26.78 (+1.38)  29.26 (+0.77)%®  28.26 (+1.09)"" 24.21 (£0.94)*
21 25.31 (+0.40)®*  28.07 (+1.30)%®  26.83 (+1.25)%" 23.85 (+1.12)"°
3 3.33 (x0.71)" 3.89 (+0.58)" 3.73 (x0.37)" 2.99 (+0.23)"
a 12 2.98 (+0.47)" 3.22 (£0.74)" 3.15 (+0.88)" 2.10 (x0.23)*"
21 2.78 (+0.55)" 3.03 (+0.78)"* 3.09 (0.57)" 1.87 (£0.17)%°
3 0.92 (+0.15)" 0.89 (£0.28)" 0.86 (+0.12)" 0.88 (+0.15)"
b 12 0.84 (+0.27)" 0.77 (£0.30)" 0.73 (+0.06)" 0.79 (+0.25)"
21 0.81 (+0.28)" 0.68 (+0.12)" 0.69 (+0.59)" 0.69 (+0.11)"
3 10.87 (#1.53)"  10.41 (+1.68)"  11.23 (x0.94)™ 9.40 (+1.30)*"
h*ab 12 9.98 (+1.46)" 9.87 (+1.44)" 10.34 (£0.83)™ 8.85 (+0.79)""
21 9.27 (+0.79)"* 9.22 (+0.60)" 9.47 (+0.23)% 7.98 (+1.36)""
3 4.86 (+0.34)" 4.65 (+0.57)" 5.13 (+0.63)" 4.74 (+0.30)"
C*ab 12 4.03 (+0.44)" 4.43 (+0.83)" 4.78 (+0.60)" 4.29 (+0.56)"
21 3.75 (+0.48)" 4.02 (+0.71)" 4.07 (+0.66)" 3.45 (+1.02)"

Control: (uncoated fruit). GA: GA 1 1 mg/mL; GA-OVEO-ROEO: GA 1 mg/mL with OVEO 0.06 pL/mL + ROEO 0.25 pL/mL; GA-OVEO:
GA 1 mg/mL with OVEO 0.25 pL/mL. a—c For each trial, different superscript letters in the same row denote differences (p < 0.05) among
the mean values (for the different treatments at the same storage period) according to Tukey's test. A-B For each trial, different superscript
letters in the same column denote differences (p < 0.05) among the mean values (for the same treatment at different storage periods)
according to Tukey's test.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa € sobre a utilizagdo de antimicrobianos naturais & base de combinagdes
de Oleos essenciais de alecrim e orégano e goma arabica como revestimento comestivel de
frutos e esta sendo desenvolvida por Sonalle Carolina A. de Andrade, aluna do Curso de Pos-
Graduacdo em Nutricdo da Universidade Federal da Paraiba, sob a orientacdo do Profa.
Marciani Magnani.

Os objetivos do estudo sao prover informacdes sobre a utilizacdo combinada de 6leos
essenciais de alecrim e orégano incorporados no filme comestivel de goma arabica.

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 seguranga dos produtos finais.

Solicitamos a sua colaboracdo para a realizacdo 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 é voluntéaria e, portanto, o(a) senhor(a)
ndo e obrigado(a) a fornecer as informacGes 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 haver4d modificacdo na assisténcia que vem
recebendo na Instituicdo.

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 o0 meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Estou ciente que
receberei uma copia 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 PA,RAI’BA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO

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

Vocé esta recebendo amostras codificadas de (Ameixas com diferentes combinacdes
de dleo 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 (cddigo) no que diz respeito aos atributos avaliados.
Antes de cada avaliacdo, vocé devera fazer uso da dgua e da bolacha.

9 — gostei muitissimo ATRIBUTOS AMOSTRAS (Caodigo)
8 — gostei muito —
7 — gostei moderadamente Aparencia
6 — gostei ligeiramente gf’r
5 — nem gostei/nem desgosteli S;S(T:a
4 - desgostei ligeiramente -

. Sabor residual
3 — desgostei moderadamente Ei
2 — desgostei muito rmeza

Avaliacéo 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 estd recebendo amostras codificadas de (Ameixas com diferentes combinacdes
de oleo 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 préxima amostra e utilize agua entre cada avaliacao.

Mais Menos

preferida preferida
Posto 1° Lugar 2° Lugar 3° Lugar 4° Lugar 5° Lugar
Cadigo

Comentarios:

Agora, por favor, responda as seguintes questoes:

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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