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“Hoje eu quero a rua cheia de sorrisos francos

De rostos serenos, de palavras soltas

Eu quero a rua toda parecendo louca

Com gente gritando e se abracando ao sol

Hoje eu quero ver a bola da crianca livre

Quero ver os sonhos todos nas janelas

Quero ver vocés andando por ai

Hoje eu vou pedir desculpas pelo que eu néo disse
Eu até desculpo o que voceé falou...

Hoje eu quero que os boémios gritem bem mais alto
Eu quero um carnaval no engarrafamento

E que dez mil estrelas vao riscando o céu...

Hoje eu vou fazer barulho pela madrugada

Rasgar a noite escura como um lampiao...

Hoje eu quero que os poetas dancem pela rua

Pra escrever a musica sem pretensao

Eu quero que as buzinas toquem flauta-doce

E que triunfe a for¢a da imaginacao.”

Oswaldo Montenegro — Sem Mandamentos.
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GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION. Nowadays there is an increase in the consumption of
minimally processed vegetables (MPV) due to be a product that keeps the
freshness of the vegetables in nature combined with the convenience and good
nutritional quality. However the increase in consumption along with the minimal
processing techniques of MPV, led to an increase occurrence of pathogenic
bacteria such as Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Aeromonas hydrophila, besides the indicators of quality and hygiene
processing, such as coliforms, molds and yeasts. Due to this microbial
contamination the use of essential oils (EO) of plants and its constituents have
been an alternative because they have a broad antimicrobial effect and are
defined as GRAS (Generally Recognized as Safe) by the Food and Drug
Administration (FDA). The carvacrol, component of Origanum vulgare and
Thymus vulgaris essential oils, has been shown to be active against a broad
spectrum of microorganisms. A promising trend in the use of EO and its
constituents in foods is their incorporation into edible films and coatings,
controlling pathogens and extending the shelf life of perishable products such
as MPV.

AIMS. The objective of this study was investigate the antimicrobial effect of the
carvacrol incorporated into edible film applied in minimally processed pumpkin
(MPP), as well as its interference on physical and chemical characteristics.

MATERIAL AND METHODS. To evaluate the in vitro antimicrobial activity, the
micro broth dilution method was used according to the protocol established by
the document M100-S22/2012, Clinical and Laboratory Standards Institute was
used. The bacterial isolates tested were: E. coli ATCC 25922, S. Typhimurium
ATCC 14028, A. hydrophila ATCC 7966 and S. aureus ATCC 25923. The
edible films were prepared using a suspension at 3 % of cassava starch. The
incorporation of carvacrol was taken at concentrations of 312 and 625 mg / mL.
Ripe pumpkins (Cucurbita moschata Duch). were minimally processed
according to good manufacturing practices. After the minimum processing,
pumpkins were immersed in the coating solution of cassava starch and in the
coating solution added antimicrobial substance. Two controls (C1 and C2) and
two treatments (T1 and T2) were used, which consisted of pumpkin minimally
processed (C1); pumpkin coated with cassava starch film without the addition of
carvacrol (C2); pumpkin coated with film added to carvacrol at 312 mg / mL (T1)
and pumpkin coated with film added to carvacrol at 625 mg / mL (T2). The
control and treatment groups were evaluated for survival of bacteria
experimentally inoculated and bacteria that naturally occur in MPV, besides the
physical-chemical analyzes, for seven days of storage under refrigeration. All
microbiological and physico-chemical analyzes were performed according to the
official method. Analyses were made in duplicate with two replicates, and the
results were expressed as mean and standard deviation. The average results
were submitted to analysis of variance (ANOVA) with 5% level of significance,
and means were compared by Tukey test.
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RESULTS AND DISCUSSION. The minimum inhibitory concentration and
minimum bactericidal concentration of carvacrol for S. Typhimurium ATCC
14028, E. coli ATCC 25922, A. hydrophila ATCC 7966 and S. aureus ATCC
25923, was 312 mg / mL. The application of the carvacrol at 625 mg / mL (T2)
in minimally processed pumpkin completely inhibited the bacterial growth at all
times evaluated. When caravcrol was used at 312 mg / mL (T1), the counts of
E. coli and S. Typhimurium were reduced almost 5 log CFU / g at the seventh
day. The counts of A. hydrophila were reduced about 8 log CFU / g and S.
aureus approximately 2 log CFU / g at the same period. The evaluation of
bacteria naturally present in MPV, Coliforms at 35 °C and 45 °C, presented
values <3 MPN / g in both treatments, in all days of shelf life. The treatments
with the addition of 312 mg / mL and 625 mg / mL of carvacrol presented a
significant reduction (p <0.05) in psychrotrophic count, compared to controls C1
and C2. The counts of yeasts and molds also showed a significant reduction (p
<0.05) during all days of storage, when compared to treatments with the
addition of carvacrol and controls. In the last day, that group of microorganisms
was not detected in both treatments. Regarding to physico-chemical
parameters, treatments (T1 and T2) and controls (C1 and C2) presented an
increase in the values of total tritratable acidity during storage, having significant
difference (p <0.05) among treatments T1 and T2 in relation to controls C1 and
C2. For pH values there was a significant difference (p <0.05) among T1 and T2
to C1 control at the first and last day of storage. In general there was no
significant difference (p <0.05) for the content of Soluble Solids between
treatments and controls, showing values ranging from 4.9 to 5.2 °Brix, in the last
day of shelf life. In the weight loss test there was a significant difference
between treatments and controls. Treatments with carvacrol presented a
significant reduction in weight loss (until to 3.73% on the last day of storage,
between T2 and C1).

CONCLUSIONS. The results presented in this study showed the efficacy of
carvacrol in inhibiting pathogenic bacteria in vitro, in the MIC and MBC assays,
as well as in the application on MPP, reducing the count of both pathogenic and
spoilage microorganisms without influencing the physico-chemical parameters,
reinforcing the idea that the incorporation of compounds with antimicrobial
action in edible films for application in MPP is an alternative to improve the
microbiological safety and quality of these products.

Key words: Minimally Processed Vegetables; Antimicrobial activity;
Phytocompounds; Microbiological Quality.
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RESUMO GERAL

INTRODUCAO. Atualmente had um aumento no consumo de vegetais
minimamente processados (VMP) por ser um produto que mantém o frescor
dos vegetais in natura aliados a conveniéncia, e boa qualidade nutricional.
Entretanto o aumento do consumo juntamente com as técnicas de
processamento minimo dos VMP, fez com que aumentasse ocorréncia de
bactérias patogénicas como Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Aeromonas hydrophila, além de microrganismos indicadores de
qualidade e higiene de processamento, como coliformes e bolores e leveduras.
Devido o uso de Oleos essenciais (OE) de plantas e seus constituintes
apresentam uma alternativa, pois possuem um amplo efeito antimicrobiano e
sao definidos como GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) pela Food
and Drug Administration (FDA). O carvacrol, componente dos 6leos essenciais
de Origanum vulgare e Thymus vulgaris, tem mostrado ser ativo contra um
amplo espectro de microrganismos. Uma tendéncia promissora no uso de OE e
seus constituintes em alimentos € sua incorporacdo em coberturas
comestiveis, auxiliando no controle de patdégenos e estendendo a vida de
prateleira de produtos pereciveis, como 0os VMP.

OBJETIVOS. Investigar o efeito da aplicacdo de cobertura comestivel a base
de fécula de mandioca e carvacrol na sobrevivéncia de microrganismos
patogénicos, da microflora autdctone, bem como no pH, acidez titulavel total,
sélidos soluveis e perda de massa de abdbora minimamente processada
(AMP).

MATERIAL E METODOS. Para avaliar a atividade antimicrobiana in vitro foi
utilizado o método de micro diluicio em caldo de acordo com o protocolo
estabelecido pelo documento M100-S22/2012, Clinical and Laboratory
Standards Institute. Os isolados bacterianos testados foram: E. coli ATCC
25922, S. Typhimurium ATCC 14028, A. hydrophila ATCC 7966 e S. aureus
ATCC 25923. Para a cobertura comestivel foi preparada uma solucéo a 3% de
fécula de mandioca. A incorporacao do carvacrol foi feita nas concentracdes de
312 e 625 pug / mL. As abdboras maduras (Cucurbita moschata Duch.) foram
minimamente processadas seguindo as boas praticas de fabricacdo. Apés o
processamento minimo as abdéboras foram imersas na solu¢édo de revestimento
de fécula de mandioca e na solucdo de fécula adicionada da substancia
antimicrobiana. Foram feitos dois controles (C1 e C2) e dois tratamentos (T1 e
T2), que consistiram em: abobora minimamente processada (C1l); abobora
revestida com cobertura comestivel de fécula de mandioca sem a adicao do
carvacrol (C2); ab6bora revestida com com cobertura comestivel adicionada do
carvacrol na concentracdo de 312 pg / mL (T1) e; abobora revestida com
cobertura comestivel adicionada do carvacrol na concentragéo de 625 pg / mL
(T2). Os grupos controle e tratamento foram armazenados em refrigerador (4
°C +£2) por sete dias. Avaliou-se a sobrevivéncia de bactérias
experimentalmente inoculadas e da microflora autoctone, além das analises de
pH, acidez titulavel total, sélidos sollveis e perda de massa, nos dias 0, 3 e 7
do armazenamento. Todas as analises microbiologicas e fisico-quimicas foram
feitas conforme metodologia oficial. As andlises foram feitas em duplicata com
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duas repeti¢cles, e 0s resultados expressos como média e desvio padrao. Os
resultados médios foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com nivel
de 5% de significancia, e as médias comparadas pelo Teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do carvacrol para S. Typhimurium
ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, A. hydrophila ATCC 7966 e S. aureus ATCC
25923, foi 312 pg / mL. A aplicacdo de carvacrol na abdbora minimamente
processada na concentracdo de 625 pg / mL (T2) inibiu completamente o
desenvolvimento bacteriano em todos os tempos avaliados. Com relacdo ao T1
(312 pg / mL), as contagens de E. coli e S. Typhimurium foram reduzidas em
até 5 log UFC / g no sétimo dia. Para A. hydrophila houve uma reducdo de
aproximadamente 8 log UFC / g e de aproximadamente 2 log de UFC / g para
S. aureus no mesmo periodo. Para o grupo Coliformes a 35 °C e 45 °C, nos
tratamentos T1 e T2, foi observado valores < 3 NMP / g, em todos os dias da
vida de prateleira. Os tratamentos com adicdo de 312 pug / mL e 625 ug / mL de
carvacrol, respectivamente, proporcionaram reducdo significativa (p<0,05) na
contagem de psicrotroficos, em relacdo aos controles C1 e C2. A contagem de
bolores e leveduras também apresentou reducdo significativa (p<0,05), em
todos os dias do armazenamento, entre o0s tratamentos com adicdo de
carvacrol e os controles, sendo que, no dultimo dia, este grupo de
microrganismos nado foi detectado em nenhum dos dois tratamentos. Com
relagdo aos parametros fisico-quimicos, foi observado aumento nos valores de
Acidez Titulavel Total durante o armazenamento, havendo diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos T1 e T2 com relagdo aos controles
C1 e C2. Para os valores de pH houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos T1 e T2 e o controle Cl no primeiro e sétimo dia do
armazenamento. De maneira geral ndo houve diferenca significativa (p<0,05)
para o conteudo de Sélidos Sollveis entre os tratamentos e o0s controles,
apresentando valores entre 4,9 — 5,2 °Brix, no ultimo dia da vida de prateleira.
Para a perda de os tratamentos com carvacrol apresentaram reducao
significativa de até 3,73% no ultimo dia de armazenamento, entre T2 e C1.

CONCLUSOES. Os resultados apresentados neste estudo mostraram a
eficacia do carvacrol na inibicdo de bactérias patogénicas in vitro, bem como na
aplicacdo em AMP, reduzindo também a contagem da microflora autoctone, os
parametros fisico-quimicos também foram influenciados pelo carvacrol,
reforcando a ideia que a incorporacdo de compostos com acdo antimicrobiana
em peliculas comestiveis para aplicacdo em AMP é uma alternativa para
melhorar a seguranca microbiolégica e qualidade desses produtos.

Palavras chaves: Vegetais minimamente processados; Atividade
antimicrobiana; Fitocompostos; Qualidade microbiolégica.
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Resumo
Este estudo avaliou o efeito da aplicacdo de cobertura comestivel de fécula de mandioca

e carvacrol em abobora minimamente processada (AMP). Foi determinada a
concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM) do
carvacrol frente a cepas ATCC de Escherichia coli, Salmonella Typhimurium,
Aeromonas hydrophila e Staphilococcus aureus. Foram feitos dois controles (C1 e C2)
e dois tratamentos (T1 e T2), que consistiram em: abdbora minimamente processada
(C1); abdbora revestida com a pelicula de fécula de mandioca sem a adi¢do do carvacrol
(C2); abodbora revestida com a pelicula adicionada do carvacrol na concentracéo de 312
ug / mL (T1) e; abdbora revestida com a pelicula adicionada do carvacrol na
concentracdo de 625 pg / mL (T2). Os grupos controle e tratamento foram avaliados
quanto a sobrevivéncia de bactérias experimentalmente inoculadas e de bactérias que
ocorrem naturalmente em VMP, além das analises de acidez titulavel total, pH, perda de
massa e solidos solUveis, durante sete dias de armazenamento sob refrigeracdo. A CIM
e CBM do carvacrol foi de 312 pug / mL. O carvacrol a 312 pg / mL reduziu
significativamente (p < 0,05) as bactérias experimentalmente inoculadas em AMP, e na
concentracdo de 625 g / mL, inibiu completamente todos os isolados. Para a microflora
autoctone, a concentracdo de 312 pg / mL mostrou uma reducdo significativa, sendo

ainda mais eficaz na concentragdo de 625 pg / mL. As analises fisico-quimicas
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mostraram que a adi¢éo de carvacrol influenciou a acidez titulavel, pH, sélidos soluveis
e perda de peso. A aplicacdo de cobertura comestivel de fécula de mandioca comestivel
com carvacrol pode constituir uma interessante abordagem para melhorar a seguranca

microbioldgica e qualidade da abobora minimamente processadas.

Highlights

o O carvacrol foi utilizado para inibir a microbiota em AMP.

o O carvacrol mostrou-se eficiente na reducdo de bactérias patogénicas em AMP.
o O carvacrol reduziu as contagens das bactérias autoctones.

o O composto influenciou os pardmetros fisico-quimicos analisados.

Palavras-chave: Vegetais minimamente processados; Atividade antimicrobiana;

Fitocompostos; Qualidade microbioldgica.

1. Introducdo

Atualmente os consumidores estdo mudando seus habitos alimentares pensando
principalmente na prevencdo de doencgas e bem estar fisico. Neste sentido os vegetais
minimamente processados (VMP) se destacam devido as suas caracteristicas de
conveniéncia, frescor e boa qualidade nutricional, ganhando a aceitacdo dos
consumidores (Sousa et al., 2012; Zhou et al., 2004).

O aumento do consumo juntamente com as técnicas de processamento minimo
dos VMP, fez com que aumentasse também sua associacdo a surtos de doencas
transmitidas por alimentos (Little & Gillespie, 2008; Sant’ana, Landgraf, Destro &
Franco, 2011). Estudos tém determinado a ocorréncia de bactérias patogénicas como
Salmonella spp. (Giusti et al., 2010; Gorski et al., 2011; Sant’ana, Landgraf, Destro &
Franco, 2011), Escherichia coli (Bohaychuk et al., 2009; Rdugeles, Bai, Martinez,
Vanegas & Gomez-Duarte, 2010) e Staphylococcus aureus (Seo, Jang & Moon, 2010)
em diferentes tipos de VMP. Estes alimentos também podem abrigar microrganismos
psicrotroficos como Aeromonas hydrophila e Listeria monocytogenes (Cordano &
Jacquet, 2009; Maistro, Miya, Sant’ana & Pereira, 2012; Sousa et al., 2012), além de
microrganismos indicadores de qualidade e higiene de processamento, como coliformes

e bolores e leveduras (Maistro, Miya, Sant’ana & Pereira, 2012).
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Devido a esta contaminacdo microbiana o uso de Oleos essenciais de plantas e
seus constituintes apresentam uma alternativa, pois possuem um amplo efeito
antimicrobiano, ndo apresentam toxicidade para o ser humano e proporcionam uma
melhor qualidade sensorial (Molinos et al.,, 2009). Alem disso, estes agentes sao
definidos como GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) pela FDA (Food and
Drug Administration) (Guarda, Rubilar, Miltz, & Galotto, 2011), aumentando assim, o
interesse na aplicacéo desses compostos em VMP (Sousa et al., 2012).

O carvacrol, componente dos 6leos essenciais de Origanum vulgare e Thymus
vulgaris, mostrou-se ativo contra varios microrganismos, entre eles, Escherichia coli
(Baskaran et al, 2013; Guarda, Rubilar, Miltz & Galotto, 2011; Rivas et al, 2010),
Salmonella spp. (Inamuco et al, 2012; Luz et al.,, 2012; Yun, Fan & Li, 2013),
Staphylococcus aureus (Luz et al., 2013; Guarda, Rubilar, Miltz & Galotto, 2011;
Oliveira, Stamforda, Neto & Souza, 2010) e Aeromonas hydrophila (Sousa et al., 2012;
Yeetal., 2013).

Uma tendéncia promissora no uso de 6leos essenciais e seus constituintes em
alimentos € sua incorporacdo em coberturas comestiveis e revestimentos comestiveis,
auxiliando no controle de patogenos e estendendo a vida de prateleira de produtos
pereciveis, como os VMP (lturriaga, Olabarrieta & Marafién, 2012; Jang, Shin, & Song,
2011).

Neste estudo foi investigado o efeito antimicrobiano do carvacrol incorporado
em cobertura comestivel aplicada em abdbora minimamente processada, bem como sua
interferéncia nos parametros de acidez titulavel total, pH, perda de massa e sélidos

sollveis.
2. Materiais e Métodos
2.1 Isolados bacterianos e agentes antimicrobianos.
O estudo foi conduzido com isolados de E. coli ATCC 25922, S. Typhimurium
ATCC 14028, A. hydrophila ATCC 7966 e S. aureus ATCC 25923, estocados em caldo
Infusdo Cérebro Coracdo (BHI) com 20% de glicerol a -20 °C, no Laboratério de

Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina da

Universidade Estadual de Maringa.
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O carvacrol (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, EUA) foi
inicialmente diluido em etanol absoluto numa concentracdo de 50.000 pug / mL e
subsequentemente diluido em caldo Mueller Hinton (MHB) (CLSI, 2012).

2.2 Determinacdo in vitro da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e da

Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do carvacrol.

Para avaliar a atividade antimicrobiana foi utilizado o método de micro diluicdo
em caldo de acordo com o protocolo estabelecido pelo documento M100-S22/2012,
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

E. coli ATCC 25922 foi cultivada em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
(Difco ®) a 35 °C por 24 horas, S. Typhimurium ATCC 14028 e A. hydrophila ATCC
7966 em Agar Hektoen Entérico (Difco ®) a 35 °C por 24 horas e 28 °C por 24 horas,
respectivamente, e S. aureus ATCC 25923 em Agar Sal Manitol (Difco ®) a 35 °C por
48 horas. O inoculo foi preparado transferindo-se quatro a seis coldnias de cada
microrganismo para tubos contendo 2 mL de caldo MHB e incubando-se a 35 °C por 4
a 6 horas. A suspensdo obtida foi padronizada em solucéo salina 0,85% usando a escala
de McFarland no intervalo de 0,5, que corresponde a 5 x 10® UFC/ mL. A suspens&o foi
diluida 1:20, para entdo inocular 10 uL em cada orificio da microplaca de 96 pocos.

Para a determinacdo da CIM, foram feitas diluicdes seriadas (1:2) do carvacrol
em 100 pL de caldo MHB, com uma concentracao inicial de 5000 pg / mL e final de 19
Mg / mL.

As microplacas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas. Apos a incubacéo, a
densidade Optica a 620 nm foi determinada pelo leitor de Elisa (ASYS perito Plus).
Foram feitos trés controles, um contendo MHB e os isolados bacterianos, o segundo
contendo MHB, etanol absoluto e os isolados bacterianos e um terceiro controle
contendo MHB e carvacrol na concentragéo de 5000 pg / mL.

Ampicilina (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, EUA) foi utilizada
como droga de referéncia com concentracdes entre 0,5 a 128 mg / mL contra E. coli
ATCC 25922.

Para a determinacdo da CBM, uma aliquota de 10 pl de cada poco, onde néo foi
observado crescimento no ensaio de CIM, foi transferida para os mesmos meios de

cultura usados para o cultivo dos isolados bacterianos e incubados em estufa
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bacterioldgica pelo tempo e temperatura especificos de cada microrganismo. Cada teste

foi realizado em triplicata com trés repeticdes.

2.3 Preparacao da cobertura comestivel e incorporacédo do carvacrol

O preparo da cobertura comestivel a base de fécula de mandioca nativa seguiu
metodologia descrita por Souza et al. (2009). A fécula foi pesada e diluida em &agua
destilada na concentracdo de 3:97 (m/v) e homogeneizada até completa dissolucdo. A
solucéo foi aquecida em microondas a temperatura + 70 °C, até ocorrer a gelatinizagdo
observada pela perda da birrefringéncia do meio. Depois de arrefecer a temperatura
ambiente, o carvacrol foi adicionado nas concentragdes de 312 pg / mL (CIM) e 625 g
/ mL (2CIM).

2.4 Preparacdo da abobora minimamente processada

As aboboras maduras (Cucurbita moschata Duch.) apresentando o mesmo grau
de maturacdo e auséncia de danos mecanicos foram adquiridas em mercados locais e
processadas seguindo a metodologia descrita por Sasaki et al. (2006) e as Boas Praticas
de Fabricacéo (BPF).

Apbs serem selecionados, os frutos foram lavados com bucha e detergente
neutro em agua corrente e, em seguida, imersos em agua fria contendo 200 ppm de
cloro (solucdo comercial de cloro ativo 2%) por 10 minutos. O processamento ocorreu
manualmente visando obter cubos com aproximadamente 3 ¢cm de arestas, livres de
casca, sementes e parte esponjosa. O produto, depois de sanitizado com solucédo de cloro
a 200 ppm por 10 minutos, foi enxaguado em solucéo de cloro a 2 ppm e escorrido por

cerca de 2 minutos e branqueado.

2.5 Revestimento da abobora minimamente processada com cobertura comestivel

Para aplicacdo de fécula de mandioca os pedagos de AMP foram imersos na
solugéo de revestimento por um minuto. Depois deste tempo os frutos permaneceram
sobre bandejas, em ambiente asseptico, para escorrer 0 excesso da cobertura. Cada
tratamento experimental sofreu apenas um ciclo de revestimento. Para embalar o

produto utilizou-se bandeja de poliestireno expandido com 3 mm de espessura e

31



dimensGes de 4, 15 e 21 cm (altura, largura e comprimento), recoberta com filme de
policloreto de vinila (PVC) esticavel com espessura de 0,02 mm, com peso médio de
300 g de produto. As bandejas foram armazenadas em refrigerador a temperatura de 4
°C (% 2) por sete dias.

O fluxograma dos controles e tratamentos, bem como a estocagem e realizacédo

das andlises esta descrito na Figura 1.

-
Cl C2 Tl T2
Abdbora Abdbora+ Abdbora + Revestimento Abdbora + Eevestimento
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Contagens das bactérias \ J
moculadas.

Figura 1 - Fluxograma dos controles e tratamentos, estocagem e realiza¢do das andlises.

Foram feitos dois controles (C1 e C2) e dois tratamentos (T1 e T2). O primeiro
controle (C1) consistiu na abdbora minimamente processada. O segundo controle (C2)
foi feito com a abobora revestida com a cobertura comestivel de fécula de mandioca
sem a adicdo do carvacrol; o primeiro tratamento (T1) foi feito com abdbora revestida
com a cobertura comestivel adicionada do carvacrol na concentragdo de 312 pg / mL
(CIM); e o segundo tratamento (T2) foi feito com a abobora revestida com a cobertura
comestivel adicionada do carvacrol na concentragdo de 625 pg / mL (2CIM).

Os grupos experimentais foram avaliados quanto a sobrevivéncia de bactérias
experimentalmente inoculadas e de microrganismos autoctones de VMP, além das

analises de acidez titulavel total, pH, perda de massa e solidos soluveis.
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Para avaliar a sobrevivéncia de bactérias experimentalmente inoculadas o0s
grupos experimentais foram contaminados com E. coli ATCC 25922, S. Typhimurium
ATCC 14028, A. hydrophila ATCC 7966 e S. aureus ATCC 25923.

A suspensdo bacteriana para contaminacdo experimental da abobora foi
preparada conforme descrito no item 2.2. Os pedacos de abobora foram imersos em
cada uma das quatro suspensdes bacterianas por cerca de 10 minutos.

A abo6bora minimamente processada, sem contaminacdo e sem a adi¢do da
cobertura comestivel foi submetida as analises obrigatorias pela RDC 12 de 02 de
janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL,
2001) além das contagens das bactérias inoculadas no tempo zero para garantir que ndo

haveria nenhuma contaminagdo prévia da amostra.

2.6 Efeito do carvacrol na sobrevivéncia de bactérias experimentalmente
inoculadas em abdbora minimamente processada revestida com cobertura

comestivel a base de fécula de mandioca

As contagens das bactérias inoculadas realizaram-se a partir de 25 g da AMP
diluida em 225 mL de &gua peptonada tamponada (1g / L). As diluicdes decimais
subsequentes foram realizadas em tubos contendo 9 mL do mesmo diluente até a
diluicd010”. Para cada diluicdo, 0,1 mL foram semeados em superficie em Agar
Hektoen para Salmonella spp. e A. hydrophila, Agar EMB para E. coli e Agar Baird
Parker para S. aureus a incubacdo deu-se em estufa bacteriolégica no tempo e
temperatura especificos para cada bactéria. Os resultados foram expressos em log de
UFC / g (Sant’Ana, Barbosa, Destro, Landgraf & Franco, 2012; Downes & Ito, 2001).

2.7 Efeito do carvacrol na sobrevivéncia da microbiota autéctone de vegetais

minimamente processados.

As amostras foram submetidas a determinacdo de Coliformes a 35 e 45 °C,
enumeracdo de bolores e leveduras e bactérias psicrotroficas, seguindo a metodologia
descrita por Downes & Ito (2001).

Para a pesquisa de coliformes a 35 °C e 45 °C empregou-se a técnica de Numero

Mais Provavel (NMP), utilizando trés séries de trés tubos de caldo Lauril Sulfato
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Triptose incubados a 35 °C por 48 horas. Os tubos que apresentaram producéo de gas
foram semeados em caldo lactosado bile verde brilhante, e incubados a 35 °C por 48
horas, e em caldo EC, incubados a 45 °C por 48 horas. Os resultados foram expressos
em NMP / g.

Para a enumeracéo de bactérias psicrotroficas utilizou-se a técnica de semeadura
em profundidade em Plate Count Agar (PCA) incubado a 6 °C por 7 dias. Para a
contagem de bolores e leveduras, foi utilizada a técnica de semeadura em superficie em
Agar Dicloran Glicerol (DG18) e as placas incubadas a 25 °C por 5 dias. Os resultados

foram expressos em log de UFC / g.

2.8 Analises Fisico-Quimicas

Aos 0, 3 e 7 dias da vida de prateleira as amostras de AMP foram analisadas
quanto a perda de massa, teores de solidos sollveis, acidez titulavel total e pH, seguindo
a metodologia recomendada pela AOAC (1992).

A perda de massa foi obtida pela pesagem da ab6bora minimamente processada
em balanca analitica, considerando a massa inicial de cada amostra, com os resultados
expressos em percentagem.

O teor de sélidos soluveis (SS) foi realizado através de leitura refratométrica, do
suco proveniente da trituracdo da amostra, em graus Brix (°Brix).

A acidez titulavel total (ATT) foi determinada em trés amostras da titulacdo de
10 gramas de polpa homogeneizada e diluida para 100 mL de &gua destilada, com
solugdo padronizada de hidréxido de sodio a 0,1 N, tendo como indicador do ponto de
viragem a fenolftaleina, com os resultados expressos em porcentagem.

O potencial hidrogeniénico (pH) foi determinado na polpa triturada da abobora

utilizando-se um potenciometro digital.
2.9 Andlise Estatistica
As anélises foram realizadas em duplicata com duas repeticOes, e o0s resultados
expressos como média e desvio padrdo. Os resultados medios foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) com nivel de 5% de significancia, e as médias

comparadas pelo Teste de Tukey, através do programa estatistico Graphpad Prisn 5.01.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Concentracdo Inibitéria Minima e Concentrac¢éo Bactericida Minima

A CIM e a CBM foi de 312 pug / mL para S. Typhimurium ATCC 14028, E. coli
ATCC 25922, A. hydrophila ATCC 7966 e S. aureus ATCC 25923.

Os resultados obtidos concordam com os dados apresentados por outros autores
que verificaram a eficiéncia do carvacrol, em diferentes concentragdes, na inibi¢do do
crescimento de S. Typhimurium, E. coli, A. hydrophila e S. aureus (Guarda, Rubilar,
Miltz & Galotto, 2011; Luz et al., 2012; Luz et al., 2013; Oliveira, Stamforda, Neto, &
Souza, 2010; Rivas et al., 2010; Sousa et al., 2012; Ye et al., 2013; Yun, Fan & Li,
2013).

Burt (2004) e Hyldgaard, Mygind & Meye (2012) relatam que a acéo
antimicrobiana do carvacrol se deve a sua interacdo com a membrana celular das
bactérias causando aumento da fluidez com consequente aumento da permeabilidade

permitindo o extravazamento de ions e de ATP.

3.2 Efeito da aplicagdo de cobertura comestivel a base de fécula de mandioca com
adicdo de carvacrol na sobrevivéncia de bactérias inoculadas em abdbora

minimamente processada.

O efeito da cobertura comestivel adicionada de carvacrol aplicada em abdbora
minimamente processada previamente contaminada com E. coli ATCC 25922, S.
Typhimurium ATCC 14028, A. hydrophila ATCC 7966 e S. aureus ATCC 25923 nos
diferentes tempos de vida de prateleira esta demonstrado na Tabela 1.

De maneira geral os controles C1 e C2 apresentaram uma elevada multiplicacéo
durante os sete dias de armazenamento, mesmo sob refrigeracdo. E. coli e S.
Typhimurium atingiram valores de aproximadamente 7 log UFC / g no sétimo dia. Este
resultado € preocupante, pois estes valores sdo maiores que a dose infectante para E.
coli, que pode variar de 10 — 10", dependendo do grupo patogénico (Feng, 2012) e para
Salmonella spp., cuja dose infectante pode ser de uma célula, dependendo das
diferencas entre os sorotipos, bem como da idade e estado imune do hospedeiro
(Hammack, 2012). Segundo Lampel (2012) ndo existe uma concordancia sobre a dose

infectante para A. hydrophila, entretanto tem sido relatados surtos com contagens de
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cerca de 10’ UFC / g de alimento, contagem evidenciada no C1 e C2 ja no terceiro dia
de armazenamento. As contagens de S. aureus aumentaram aproximadamente 1 log
UFC / g durante o periodo de armazenamento, e alcancaram valores inferiores ao
necessario para a producao de toxinas, que é de 10° UFC / g (Hait, 2012).

Os resultados obtidos para os quatro isolados bacterianos testados mostram que
os tratamentos T1 e T2 apresentaram diferenca significativa (p<0,05), em relacdo aos
controles C1 e C2, em todos os dias da vida de prateleira. A aplicacdo de carvacrol na
abobora minimamente processada na concentracdo de 625 pg / mL (T2) inibiu
completamente o desenvolvimento bacteriano em todos os tempos avaliados. Com
relagdo ao T1 (312 pg / mL), as contagens de E. coli e S. Typhimurium foram reduzidas
em até 5 log UFC / g no sétimo dia. Para A. hydrophila houve uma reducdo de
aproximadamente 8 log UFC / g e de aproximadamente 2 log de UFC / g para S. aureus
no mesmo periodo. Estes resultados mostram a eficiéncia do carvacrol ja na CIM (312
Kg / mL) até mesmo quando as contagens bacterianas dos controles foram elevadas.

Baskaran et al. (2013) aplicando diferentes concentragdes de carvacrol na agua
de lavagem de magcas, verificaram um crescimento de E. coli O157:H7 menor do que 1
log de UFC / macad. Murial-Galet et al. (2012) também observaram reducdo na
contagem de S. enterica ATCC 13076 em saladas embaladas tratadas com carvacrol.
Souza et al. (2012) encontraram contagens < 2 log de UFC / g em vegetais frescos
previamente inoculados com A. hydrophila, relatando que o carvacrol apresentou
melhor resultado entre as substancias testadas.

Ao serem avaliadas as diferentes concentracGes de carvacrol, as contagens de S.
aureus e S. Typhimuirum apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos T1 e
T2 no terceiro e sétimo a vida de prateleira e, E. coli em todos os dias do
armazenamento. Estes resultados evidenciam o0 que varios autores ja observaram, que
quanto maior a concentragdo de carvacrol maior o efeito antimicrobiano no alimento
(Baskaran et al., 2013, Kuorwel, Cran, Sonneveld, Miltz, Staphen, & Bigger, 2011,
Murial-Galet et al., 2012).

Para A. hydrophila ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre os
tratamentos T1 e T2. Azeredo et al. (2011) também reportaram que ndo foi necessaria
uma concentracdo maior do que a CIM de 6leo essencial de orégano e alecrim para
inibir A. hydrophila em vegetais frescos (alface, beterraba e rdcula). Durante o periodo
de armazenamento A. hydrophila foi a bactéria que apresentou maiores contagens, o que

pode ser explicado pela sua caracteristica psicrotrofila, no entanto também foi a que
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apresentou maior reducdo nas contagens ap0s o tratamento com o carvacrol. Segundo
Burt (2004), A. hydrophila é considerada como uma das bactérias mais sensiveis aos
6leos essenciais.

A alta reducdo das contagens bacterianas observadas no presente trabalho
também pode ter relacdo com a forma de aplicacdo do carvacrol no alimento, uma vez
que a incorporacdo de compostos antimicrobianos em coberturas comestiveis provoca
uma liberagdo gradual a partir da matriz polimérica para a superficie do alimento. Dessa
forma, a concentracdo inibitoria minima (CIM) necessaria para a inibicdo do
crescimento microbiano pode ser mantida durante um tempo mais longo, ao contrario,
quando a incorporacdo é feita diretamente no alimento, esta pode ser menos eficaz, pois
a migracdo é mais rapida e em grandes quantidades (Hyldgaard, Mygind & Meyer,
2012; Sangsuwan, Rattanapanone, Auras, Harte, 2009). Por outro lado Burt (2004)
acredita que em vegetais a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais é beneficiada
pela diminuicdo da temperatura de estocagem, bem como pela diminuicdo do pH, além
de os vegetais terem um baixo teor de gordura.

As analises microbiologicas realizadas na abdbora minimamente processada sem
contaminacdo e sem cobertura comestivel, para confirmacéo da inocuidade da amostra,
demonstraram auséncia de Salmonella spp. em 25 g, contagens < 2 log UFC / g para
Estafilococos coagulase positiva, Aeromonas spp. e E. coli e, < 3 NMP/g de Coliformes
a35e45°C.

3.3 Efeito da aplicacdo de cobertura comestivel a base de fécula de mandioca com
adicdo de carvacrol no desenvolvimento de bactérias naturalmente presentes em

abobora minimamente processada.

O efeito da cobertura comestivel adicionada de carvacrol aplicada em abdbora
minimamente processada no desenvolvimento de Coliformes a 35 °C e 45 °C, bactérias
psicrotroficas e bolores e leveduras nos diferentes tempos de vida de prateleira esta
demonstrado na Tabela 2.

Os resultados para Coliformes a 35 °C e 45 °C, nos tratamentos T1 e T2, foram
< 3 NMP / g, em todos os dias da vida de prateleira. Ja os controles C1 e C2,
apresentaram valores de ate 1100 NMP / g, para coliformes a 35 °C, no sétimo dia da
vida de prateleira. Esses valores podem ser devido & multiplicacdo de bactérias deste

grupo inicialmente presentes na AMP ou a contaminagdo durante o0 armazenamento
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visto que o tipo de embalagem utilizada pode permitir que isso ocorra. Os resultados
evidenciam a eficiéncia do carvacrol frente aos coliformes. No Brasil a pesquisa de
coliformes a 35 °C em VMP ndo ¢ exigida pela legislacdo (BRASIL, 2001), porém esta
se faz relevante uma vez que este grupo de bactérias sdo indicadores das condicdes
higiénicas do processo, evidenciando praticas de higienizacéo e sanitizacdo aquém dos
padrdes requeridos para o processamento de alimentos (Hislop & Phan, 2007).
Emiroglu, Yemis, Coskun & Candogan (2010) observaram uma redugdo na contagem
de coliformes de 1,6 log UFC / g, em coberturas comestiveis de soja adicionados de
0Oleos essenciais de Oreganum heracleoticum L.

Os tratamentos T1 e T2, com adigdo de 312 pg / mL e 625 pg / mL de carvacrol,
respectivamente, apresentaram reducdo significativa (p<0,05) na contagem de bactérias
psicrotroficas, em relacdo aos controles C1 e C2, nos dias 3 e 7 do armazenamento. Foi
evidenciada uma diminuicdo de até 1,9 log de UFC / g entre 0 T2 e C1 no sétimo dia da
vida de prateleira. Entretanto, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos T1 e T2. Sousa et al. (2012) também observaram uma significativa
diminuicdo da contagem de bactérias psicrotréficas em vegetais folhosos minimamente
processados expostos a uma solucdo de carvacrol a 600 pg / mL, Azeredo et al. (2011),
trabalhando com O6leo essencial de O. vulgare, também observaram reducdo da
contagem de bactérias psicrotroficas em VMP, confirmando os resultados encontrados
neste trabalho. E importante ressaltar que a contagem de bactérias psicrotroficas
alcancou valores de 7 log UFC / g no sétimo dia do armazenamento, para o C1,
comprometendo a vida de prateleira do produto, mesmo sendo mantido em refrigeracéo.

A contagem de bolores e leveduras também apresentou reducdo significativa
(p<0,05) entre os tratamentos com adicdo de carvacrol (T1 e T2) e os controles. No
terceiro dia da vida de prateleira o T2 apresentou valores < 2 log UFC / g e T1 0,8495
log UFC / g, enquanto no sétimo dia os tratamentos T1 e T2 apresentaram valores < 2
log UFC / g. Neste mesmo periodo C1 apresentou contagens de 3,466 e 4,835 log UFC /
g, mostrando a eficiéncia do carvacrol na reducdo de bolores e leveduras. Muriel-Galet
et al. (2012) e Azeredo et al. (2011), utilizando 6leo essencial de O. vulgare em vegetais
e hortalicas minimamente processadas observaram reducdo significativa de bolores e
leveduras (até 6 log de UFC / g) em relagdo ao controle. Assim como Sousa et al.
(2012) utilizando carvacrol, notaram queda de 2,9 log de UFC / g. Bolores e leveduras

sdo importantes deteriorantes de VMP, diminuindo a vida de prateleira e causando
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prejuizos econémicos, neste caso a aplicacdo de cobertura comestivel incorporada de

carvacrol se torna uma opgéo viavel.

3.4 Efeito da aplicacdo de cobertura comestivel a base de fécula de mandioca com
adicdo de carvacrol nos parametros fisicos e quimicos em abdbora

minimamente processada.

O efeito da cobertura comestivel adicionada de carvacrol aplicada em abdbora
minimamente processada sobre os parametros de ATT, SS, pH e perda de massa, nos
diferentes tempos de vida de prateleira estd demonstrado na Tabela 3.

Os tratamentos (T1 e T2) e os controles (C1 e C2) apresentaram um aumento
nos valores de ATT, no terceiro dia da vida de prateleira, seguido de queda, no sétimo
dia, essa oscilacdo no teor de acidez titulavel total pode estar relacionada aos processos
bioguimicos do metabolismo respiratério, que tanto sintetiza quanto consome &cido
como esqueleto de carbono (Chitarra & Chitarra, 2005).

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos T1 e T2 com relacéo
aos controles C1 e C2 para ATT, no terceiro e sétimo dia do armazenamento. Esta
reducdo € relevante, pois, uma elevada acidez em VMP, influencia nas caracteristicas
sensoriais do produto, diminuindo sua vida de prateleira. Queiroz et al. (2010) também
observaram diferenca significativa para ATT entre minimilhos minimamente
processados, revestidos com fécula de mandioca e o controle sem revestimento, porém
os controles apresentaram valores entre 0,8 a 1,0 %, enquanto os tratamentos
apresentaram valores maiores, em torno de 1,2%, diferente dos resultados do presente
trabalho.

Para os valores de pH houve diferenca significativa (p<0,05) entre o0s
tratamentos T1 e T2 e o controle C1 no primeiro e sétimo dia do armazenamento,
também foi possivel observar que o controle C2 diferiu do C1, no mesmo periodo.
Resultados semelhantes foram relatados por Oliveira & Cereda (2003), que observaram
valores de pH menores para o controle do que para os frutos revestidos com cobertura
comestivel de fécula de mandioca. Observou-se também que tanto para os controles
quanto para os tratamentos os valores de pH apresentaram uma elevagédo no terceiro dia
da vida de prateleira, com uma ligeira queda no sétimo dia. Esses valores alternantes do
pH tém sido observados em vegetais produtos minimamente processados (Lucera,
Costa, Mastromatteo, Conte & Nobile, 2010; Silva et al., 2009; Queiroz et al., 2010).
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Acredita-se que esse comportamento seja uma consequéncia dos efeitos do metabolismo
normal de CO, ou reagéo direta do tecido vegetal, eliminando o CO; do interior de seus
tecidos para os vacuolos ou ambiente (Silva et al., 2009).

Os teores de SS tiveram ligeiro aumento no decorrer do periodo de
armazenamento, tanto para os controles quanto para os tratamentos, apresentando
valores entre 4,9 - 5,2 °Brix, no ultimo dia da vida de prateleira. Sasaki (2006)
verificaram que abobora minimamente processadas apresentaram um leve acréscimo no
teor de SS durante o tempo de armazenamento, encontrando valores de 5,3 °Brix.
Segundo estes autores este acréscimo nos valores de SS se deve ao estresse causado
pelo processamento minimo. De maneira geral ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) para este parametro entre os tratamentos e os controles, Souza et al. (2009),
trabalhando com berinjela revestida com cobertura comestivel a base de fécula de
mandioca, também ndo observaram diferenca significativa nos teores de SS entre o
tratamento e o controle.

Para a perda de massa houve significativa diferenca (p<0,05) entre o0s
tratamentos e os controles, bem como entre os controles C1 e C2, no terceiro e sétimo
dia da vida de prateleira. Os tratamentos com carvacrol apresentaram significativa
reducdo na perda de massa, até 3,73% e 3,78%, no ultimo dia de armazenamento, entre
T2 e CleT1e C1, respectivamente. Queiroz, et al. (2010) verificaram que minimilhos
minimamente processados revestidos com cobertura comestivel de fécula de mandioca
apresentaram uma perda de massa inferior ao controle sem revestimentos. Segundo
Chitarra & Chitarra (2005), o uso de coberturas hidrofilicas, como o amido, tem
limitagdes quanto as propriedades de barreira de vapor d’agua. A presenca do carvacrol
na cobertura comestivel, pela sua caracteristica hidrofébica (Burt, 2004), pode ter
ajudado na diminuicdo da perda de dgua do vegetal. O controle da perda de massa em
VMP apresenta elevada importancia, uma vez que influencia diretamente na aparéncia

do produto, fator este que influencia a decisao de compra desses produtos.

4. Conclusao

Os resultados apresentados neste estudo mostraram a eficacia do carvacrol na
inibicdo de bactérias patogénicas in vitro. Este composto adicionado na cobertura
comestivel a base de fécula de mandioca também mostrou eficicia em inibir tanto

bactérias patogénicas como a microbiota autdctone de abobora minimamente
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processada. As avaliacdes fisico-quimicas mostraram que a adicdo de carvacrol na
cobertura comestivel influenciou nos parametros analisados e, no caso da perda de
massa, atuou como barreira protetora. Estes resultados reforcam a ideia que a
incorporacdo de compostos com acgdo antimicrobiana em coberturas comestiveis para
aplicacdo em AMP constitui uma alternativa para melhorar a seguranca microbioldgica

e aumentar a vida de prateleira desses produtos.
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Tabela 1 — Contagem (log UFC/g) de E. coli ATCC 25922, S. Typhimurium ATCC 14028, A. hydrophila ATCC 7966 e S. aureus ATCC 25923 em abdbora minimamente
processada revestida com cobertura comestivel a base de fécula de mandioca adicionado de carvacrol.

E. coli ATCC 25922

S. Typhimurium

A. hydrophila ATCC

S. aureus ATCC 25923

Tratament ATCC 14028 7966
ratamento Dia/ Tempo Dia/ Tempo Dia/ Tempo Dia/ Tempo
0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7
c1 3,335" 4,904" 7,525" 3,738" 4,310" 7,793" 3,656" 7,349" 9,480" 3,072" 3,901" 4,825"
C2 3,299" 4,920" 7,901° 3,429° 4,444% 7,710% 3,575 7,260" 9,186" 3,330° 3,515 4,871"
T1 1% 1,044° 2516° <2¢ 0849° 2,373° 0,678°% 0,425° 0,425° <2©  1,044% 2,294°
T2 <2C <2C <2D <2C <2C <2C <2C <ZB <28 <2C <2C <2C

Médias na mesma coluna com diferentes letras maitsculas diferem significativamente (p<0,05) de acordo com teste de Tukey.
Limite de deteccdo do teste: <2 log UFC/g
C1 = Abdbora inoculada

C2 = Abdbora inoculada + Revestimento de fécula de mandioca
T1 = Abdbora inoculada + Revestimento com 1 CIM de carvacrol
T2 = Abdbora inoculada + Revestimento com 2 CIM de carvacrol
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Tabela 2 — Contagem (log UFC/g) de bactérias psicrotréficas e bolores e leveduras e enumeracao (NMP / g) de coliformes 35 °C 45 °C em abobora minimamente processada

revestida com cobertura comestivel a base de fécula de mandioca adicionada de carvacrol.

Coliformes 35 °C

Coliformes 45 °C

Bactérias Psicrotroficos

Bolores e Leveduras

Tratamento Tempo / Dias
0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7
C1 3,075" 998,08" 1100" <3* <3 <3t 2,157" 4,393" 7344" 2,476" 3466 4,835"
C2 <3*  1100% 1100* <3* <3t <3A 1,979 4227 6,957° 2,024 2.882" 2,581°
T1 <3” <3P <3P <3* <3t <3A 1,894% 3,929 5710° 1,387% 0,849° <2°
T2 <3* <38 <38 <3 <3 <3f 1,894° 3,960° 5,467° 2,048%8  <2¢ ¢

Médias na mesma coluna com diferentes letras maitsculas diferem significativamente (p<0,05) de acordo com teste de Tukey.

Limite de deteccdo do teste (bactérias psicrotroficas e bolores e leveduras): <2 log UFC/g

Limite de deteccdo do teste (coliformes 35 °C e coliformes 45 °C): <3 NMP/g

C1 = Abdbora inoculada

C2 = Abébora inoculada + Revestimento de fécula de mandioca
T1 = Abobora inoculada + Revestimento com 1 CIM de carvacrol
T2 = Abobora inoculada + Revestimento com 2 CIM de carvacrol.



Tabela 3 — Valores de Acidez Titulavel Total (ATT), pH, Sélidos Soltveis (SS) e perda de massa em abobora minimamente processada revestida com cobertura comestivel a

base de fécula de mandioca adicionada de carvacrol.

ATT (%) pH SS(%0) Perda de Massa (%0)
Tratamento Tempo / Dias
0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7
C1 0,196" 0466 0,195" 6,510 6,506" 6,169" 4,450" 5,088" 5,263" 0®  2,650" 4,080"
C2 0,194* 0,391° 0,276° 6,349°¢ 6,409" 6,393° 4,125 4938* 5,150" 0* 0,660° 0,950°
T1 0,096" 0,285 0,294° 6,303 6,434" 6,401° 3,925° 4,725"F 5 188" 0*  0,200° 0,300°
T2 0,096" 0,267 0,185° 6,361 6,475" 6,365° 4,400"  4,238% 4,900" 0  0,240° 0,350°

Médias na mesma coluna com diferentes letras maitsculas diferem significativamente (p<0,05) de acordo com teste de Tukey.

C1 = Abdbora inoculada
C2 = Abébora inoculada + Revestimento de fécula de mandioca

T1 = Abobora inoculada + Revestimento com 1 CIM de carvacrol
T2 = Abobora inoculada + Revestimento com 2 CIM de carvacrol
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