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Resumo

Foi avaliada a integracdo do biocontrolo com tratamento térmico moderado, alternativo a
utilizacdo de quimicos, na conservacdo pés-colheita de pera Rocha e na aptidao para o
processamento em polpas. A caracterizacao da microbiota do fruto apés colheita apresentou
contagens de ca de 5x10%ufc.g? para os grupos de Bolores e Leveduras (B&L) e de
microrganismos a 30 °C, identificando-se Cladosporium sp. como contaminante
prevalecente. A auséncia de efeitos do antagonista comercial Blossom Protect™
(Aureobasidium pullulans, 108 ufc.g™) frente a Cladosporium sp. nas condicbes testadas
(7 °C, 60 dias), contrasta com os resultados observados in vitro (ca de 80% inibicdo para
108ufc.g* de produto) ndo acrescendo efeitos a combinacdo de tratamentos. A aplicacdo de
calor (40 °C / 40 min) revelou-se eficaz no controlo da incidéncia de podriddo pés-colheita
(100%) causada por Penicillium expansum, fungo que dominou a microbiota nas condicbes
de armazenagem simuladas. Acresce que este tratamento cumpriu objetivos de
descontaminacgédo parcial da matéria-prima (reducéo significativa da contaminacao inicial de
B&L) enquanto operacgdo de fabrico de polpas de pera Rocha, constituindo uma alternativa
mais eficaz e ecologica a vulgar utilizacdo de hipoclorito de sodio, ndo se observando,
efeitos adicionais de inibicdo dos niveis de escurecimento manifestados pelos tecidos apos

esmagamento.

Palavras-chave: pera Rocha; pés-colheita; biocontrolo, tratamento térmico moderado;

Cladosporium sp.; qualidade.



Abstract

Integration of biocontrol and heat treatment (40 °C / 40 min) as non-chemical alternatives to
Rocha pear postharvest storage and respective effects to pulp production were evaluated.
From native microflora characterization, counts up to 5x10%fu.g? in yeasts and moulds
(Y&M) and aerobic microorganisms at 30 °C were found and Cladosporium sp. was identified
as the dominant pathogen in Rocha pear at harvest. The lack of effects from the commercial
antagonist Blossom Protect™ ™ (Aureobasidium pullulans,108 cfu.g?) against Cladosporium
sp. during tested storage conditions (7 °C, 60 days) were countered by in vitro results where
inhibitions up to 80% were found with 108cfu.g? viable cells. Heat treatment application
proved to effectively control (100%) postharvest rot caused by Penicillium expansum, found
to be the dominant fungi under simulated postharvest conditions. Treatment combination did
not introduced additional effects to the found efficiency. To Rocha pear pulp production, the
introduction of the heat treatment as a raw material decontamination operation demonstrated
to significantly reduce initial Y&M contamination. These results suggest that the heat
treatment is an efficient eco-friendly alternative to the widespread use of sodium
hypochlorite. However, the heat treatment had no inhibitory effect over excessive colour

changes occurring after cut and smash operations.

Keywords: Rocha pear; postharvest; biocontrol, heat treatment; Cladosporium sp.; quality.



Extended Abstract

Postharvest diseases, namely those caused by fungi, limit the storage period and distribution
of Rocha pear. Disease control is achieved mainly through the use of synthetic fungicides,
however, there are significant risks associated with respective use. The development of
resistance by the major postharvest pathogens of fruit and vegetables to a large number of
fungicides, the public concerns over pesticide residues either in food or environment and the
current European legal restriction of its use (eg. diphenylamine, DPA) directed research
efforts to find alternative methods.

The overall objective of the present study was to evaluate the non-chemical alternative of the
integrated treatment of biocontrol (Blossom Protect commercial antagonist) and heat
(40 °C/40 min) to control rot development, and quality of Rocha pear during postharvest and
to evaluate the heat treatment (40 °C/40 min) effect as a raw material alternative

decontamination treatment to pulp production.

Two different orchards were evaluated in order to assess the influence of different
geographical production sites on fruits native microflora and contamination levels just after

harvest (non-treated) and after fungicide treatment (Imazalil).

From the characterization of the Rocha pear native microflora, counts up to 5 x 10* cfu.g? in
yeasts and moulds (Y&M) and aerobic microorganisms at 30 °C were found, irrespective of
geographical production site and fungicide application. Within the counted moulds,
Cladosporium sp. was morphologically identified as the predominant pathogen in both

orchards.

The commercially available Blossom Protect antagonist yeast Aureobasidium pullulans as a
broad spectrum biocontrol treatment was tested to control rot development and quality of
Rocha pear during postharvest. Confirmation of the antagonist was carried out by DNA

sequencing and morphological identification.

The in vitro efficiency of the antagonist yeast Aureobasidium pullulans, at different
concentrations (104, 10°, 10° and 108 cfu.L™?) to control the growth of Cladosporium sp. was
tested. The results suggest that the optimum antagonist concentration to significantly inhibit
the pathogen (80% plus) is of 108 cfu.L™.

The in vivo efficiency of the antagonist, applied as single (108 cfu.L) or combined with heat
treatment (40 °C /40 min) applied before the antagonist, to control Cladosporium sp.
development in infected wounds during storage (60 days, 7 °C) was tested. Fruits treated
with the antagonist yeast alone or in combination did not control the development of

Cladosporium sp. pathogen infected wounds during storage. However, during the simulated

iv



postharvest storage conditions, Penicillium expansum was found to be the dominant fungi.
To this rot causing pathogen, fruits treated with combination of heat treatment and antagonist
yeast showed a lower percentage of infected wounds during the entire storage period, in
opposition to the single application of antagonist. These results suggest that the effective
infection control caused by the pathogen might be related to the heat treatment alone.

Another in vivo assay was carried out, considering as independent variables the antagonist
application, as single or combined with heat treatment, and heat treatment single application
(40 °C/40 min), to evaluate the treatments effects to reduce postharvest decay of Rocha pear
(60 days, 7 °C). The evaluated quality parameters included the determination of pH, soluble
solids content (SSC), sensory evaluation (colour and firmness), weight loss, incidence of rots

and initial microbial counts.

During the tested period, it was found a lack of effect from the commercial antagonist against
native microflora, which was unexpected considering the in vitro assays. Heat treatment
(single application) had a significant decontamination effect (~2 Logis) and proved to
effectively control (100%) postharvest rot, and no additional effects were observed from
treatment combination with the antagonist yeast.

On the other hand, the observed fast quality changes during storage (colour, firmness, pH,
SSC, weight loss) promoted by the accelerated storage conditions (7 °C) did not allowed to
know the real physiological effects induced by heat under normal storage conditions (0 °C).
Nonetheless, from the informal sensory evaluation, heat treated fruits showed to have a

higher acceptability due to the absence of rots.

Concerning Rocha pear pulp production, the effects of the heat treatment as a raw material
eco-friendly decontamination operation were significant to inhibit yeasts & moulds (counts
<10 cfu.g?) in contrast to the achieved reduction by sodium hypochlorite (~2 Logio).
However, no additional effect was observed on the pulp quality since this treatment did not

influenced the burst of browning reactions upon cellular disruption.

Keywords: Rocha pear; postharvest; biocontrol, heat treatment; Cladosporium sp.; quality.
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1 Enquadramento Tedrico




A adocéo de novos modelos de producdo em pomares de pera Rocha, nomeadamente, o
aumento da densidade de plantacdo e o recurso a sistemas de conducgdo alternativos, tém
contribuido para elevar o potencial produtivo, e simultaneamente, obter frutos de elevada
qualidade. Contudo, as alteracdes fisiolégicas dos frutos durante o periodo pos-colheita,
especialmente em condi¢des de longa conservacgéo, sdo com frequéncia, responsaveis por
elevadas perdas econdmicas. Na pera Rocha, a manifestacdo de sintomas como o escaldao
superficial da epiderme e o0 acastanhamento interno dos frutos, destacam-se como
acidentes fisioldgicos cuja prevencdo continua a ser alvo de intensa investigacdo. As
alteracOes fisiolégicas dos frutos durante o periodo pés-colheita acarretam, igualmente,
perdas de massa, alteracbes da composicdo fitoquimica (e.g. vitaminas e compostos
fendlicos) e a depreciacdo da qualidade sensorial, com especial relevo na componente
aromatica. As condi¢bes de armazenagem, incluindo o controlo dos vérios fatores como a
temperatura de refrigeracdo e a concentracdo gasosa no interior das camaras sao
determinantes para garantir a qualidade dos frutos e a respetiva aptiddo para a
transformacéo tecnoldgica. O desenvolvimento de doencas de pds-colheita nos frutos pode
igualmente ser responséavel pela reducdo drastica do respetivo periodo de armazenagem,
envolvendo prejuizos elevados e reduzindo as mais-valias na cadeia de conservagao,
armazenamento e distribuigdo. Penicillium expansum e Phlyctema vagabunda (Mari et al.,
2010) séao referenciados como os principais agentes patogénicos responsaveis por elevadas
perdas pdés-colheita, em pomoideas. O desenvolvimento de fungos de varias espécies de
Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys pode contribuir, para além disso, para elevar o risco
de contaminacao quimica do fruto enquanto agentes produtores da micotoxina patulina, cuja
presenca ndo é eliminada durante o processamento alimentar. Tradicionalmente, o controlo
dos problemas fisiolégicos e microbiolégicos dos frutos durante o periodo pés colheita
centra-se na aplicacdo de fungicidas e antioxidantes de sintese quimica em conjugag¢éo com
os efeitos da refrigeracdo e da utilizagdo convencional de atmosferas controladas. No
entanto, a crescente proibicdo no uso de produtos antioxidantes para o controlo do
escalddo, nomeadamente a utilizacdo de difenilamina (DPA) (Diretiva 2009/859/CE), tem
direcionado a investigacdo de tratamentos alternativos. As metodologias de atmosfera
controlada dindmica com utilizacdo de niveis oxigénio muito baixos tém demonstrando
eficacia para algumas variedades muito suscetiveis ao escalddo (Prange et al., 2010). No
entanto a eficiéncia da aplicacdo desta técnica exige um conhecimento detalhado da
fisiologia dos frutos e um controlo técnico rigoroso das condi¢cdes de armazenagem, dificeis
de implementar. Por outro lado, nos ultimos anos tém-se verificado importantes progressos

no controlo biolégico como método alternativo aos fungicidas de sintese na prevencao de



doencas de pos-colheita de frutos (Oliveira, 2007; Coelho et al., 2003). A utilizacdo do
biocontrolo enquanto barreira singular € frequentemente questionada quer pela
inconsisténcia dos resultados quer pela eficicia quando da passagem a escala industrial. No
entanto, a combinagdo do biocontrolo com outros tratamentos constitui uma estratégia
importante com resultados promissores (El-Ghaouth et al., 2000; Spotts et al., 2002). A
integrac@o do biocontrolo com a aplicagdo de tratamentos térmicos moderados € disso um
exemplo, porquanto a ac¢do do calor promove efeitos de prevencédo da deterioracdo por
fungos e de retardamento das alteracdes fisiolégicas durante o periodo pés-colheita (Lurie,
1998). De salientar que a multiplicidade de regimes tempo-temperatura possiveis depende
das espécies vegetais em causa, por forma a proporcionar os efeitos referidos sem induzir

danos pelo calor (Lurie, 1998).

Para avaliar os efeitos da integracdo de tratamentos pos-colheita - biocontrolo e aplicagédo
de calor moderado na conservagdo de pera Rocha e na respetiva aptiddo do fruto para

processamento alimentar, foram articulados os seguintes estudos:

IDENTIFICAR a microbiota da pera Rocha responsavel pela podriddo dos frutos durante o
periodo pds-colheita.

Estudo dos efeitos do local de producdo e do tratamento fungicida pdés-colheita

(prética industrial) na microbiota do fruto.

AVALIAR a integragdo dos tratamentos — biocontrolo (antagonista comercial Blossom

Protect™) e térmico moderado (40 °C / 40 min) na conservacgdo pos-colheita de pera Rocha.

Estudo da eficiéncia in vitro do Blossom Protect™ no controlo da podriddo provocada

por Cladosporium sp..

Estudo da integracdo de tratamentos na incidéncia da podriddao do fruto em

condi¢cbes simuladas de armazenamento.

Estudo da integracdo de tratamentos na qualidade do fruto em condi¢cbes simuladas

de armazenamento.

AVALIAR o tratamento térmico moderado (40 °C / 40 min) enquanto alternativa a
descontaminacdo com hipoclorito de sédio, pratica corrente na industria, na aptiddo dos

frutos para processamento em polpas.

Estudo dos efeitos do tratamento térmico na qualidade das polpas de pera Rocha

refrigeradas apos processamento.



2 Revisao da Literatura




2.1 A PeraRocha

A pera Rocha (Pyrus communis L.) € uma cultivar autéctone com Denominacdo de Origem
Protegida, cuja producao esta restrita a “Regido Oeste”, numa estreita faixa litoral da qual se
destacam os concelhos de Torres Vedras, Alcobaca, Mafra, Caldas da Rainha, Lourinha,
Cadaval e Bombarral (Sousa, 2012). Descoberto pela primeira vez em 1836, o fruto da
pereira Rocha destacou-se pelas suas caracteristicas sensoriais peculiares, representando

atualmente 97% da producao nacional de pera (ANP, 2012).

A pera (figura 1) apresenta calibre médio, forma predominantemente redonda ovada e
carepa unida na base sobre uma superficie lisa, lustrosa e de cor amarelo claro manchado
de rosa ténue do lado do sol. A polpa é caracterizada pela cor branca, textura granulosa e
crocante, macia, de sabor doce e de perfume ligeiramente acentuado (Jorddo e Armando,
2011).

Fonte: Anuario Vegetal (2006).

Figura 1 - Pera Rocha.

2.1.1 Aspetos Nutricionais

A composicdo nutricional da pera depende das préaticas agricolas, das condicbes
meteorologicas, e do grau de maturacdo do fruto. Quando em estado de maturacao
comercial, e de acordo com os dados disponiveis pelo Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge (INSA, 2014), a pera Rocha é uma boa fonte de fibra, importante na dieta
alimentar, representando em média 10% do VDR. O elevado teor de 4gua, cerca de 85%,
torna-a um excelente diurético indicado para regular a hipertenséo arterial e evitar patologias
renais. E rica em fésforo, célcio, 10 e 9 mg.100 g, respetivamente, e contém vitaminas do

complexo B e C.

2.1.2 Producao e Comercializagao
Segundo a legislacdo da Unido Europeia, as caracteristicas e qualidade da pera Rocha séo

atribuidas a regido geograficamente delimitada de producdo (Regulamento n.° (CE)



510/2006). O microclima da Zona Oeste, a composi¢do dos solos e a proximidade do mar
resultam em condigbes edafo-climaticas especificas favoraveis as necessidades da arvore
da pera Rocha, permitindo que se desenvolva de forma adequada (Regulamento n.°
102/2002/CE).

A decisdo da data de colheita é fundamental para a conservacao e qualidade do fruto e é
definida pela determinacao de indices de maturacéo. Frutos com indice refratométrico entre
11 e 13 °Brix, dureza da polpa entre 5,5 e 6,5 kg.0,5 cm e acidez de 2 a 3 g.L* de acido
malico apresentam as condicbes ideais para inicio de colheita (ANP, 2012).
Tradicionalmente, a colheita das peras tem inicio a partir da segunda semana de Agosto,
prolongando-se até final de Setembro (Anuario Agricola, 2013). Para que a pera Rocha
chegue ao consumidor no expoente da sua qualidade organolética € necessario que a
colheita seja realizada em condi¢des otimas (Sousa, 2012). Desta forma, para prolongar o
tempo de prateleira da pera Rocha, o fruto entra no sistema de frio num prazo maximo de 24
horas apds colheita e todo o periodo de armazenagem decorre em camaras de refrigeracao
(ANP, 2012). A sua capacidade de conservagdo no frio e resisténcia ao manuseamento
permite que a pera esteja disponivel no mercado até 8 meses apds colheita e aceda ao
mercado internacional (Anuério Agricola, 2013).

Atualmente, na Regido Oeste, a producdo de pera Rocha ocupa 10 000 hectares, o
correspondente a mais de 95% da SAU da regido (ANP, 2012). A capacidade produtiva dos
pomares € cerca de 120 a 220 mil toneladas anuais, das quais 30% s&o destinadas a
exportacdo para o Brasil, Franca, Reino Unido, Espanha, Polénia, Irlanda, entre outros
paises (Anuario Agricola, 2013).

2.1.3 AlteracgBes Fisiologicas
No periodo pds-colheita, os frutos continuam a respirar e mantém a sua atividade
metabdlica. Destacados da arvore, a energia passa a ser obtida pela oxidagéo de acUcares

e 4cidos orgéanicos, componentes do préprio fruto, com producéo de CO- e agua.

Nos frutos, 0 comportamento respiratorio caracteriza-se por dois padrdes distintos (figura 2):
diminuic@o consistente da atividade respiratéria com o avango do processo de maturagdo na
arvore e periodo pés-colheita — frutos néo climatéricos e, apés ter-se alcancado um valor
minimo, verifica-se um novo aumento da intensidade respiratéria, mais ou menos
acentuado, com obtencdo de um valor maximo (pico climatérico) seguido de acentuada

descida da taxa respiratéria — frutos climatéricos.

A intensidade respiratoria varidvel consoante as espécies de fruto € inversamente
proporcional a respetiva capacidade de conservacdo. Assim, taxas respiratorias elevadas

sdo um indicativo de periodos de vida pés-colheita curtos.



Fruto climatérico

Pico climatérico

Taxa de respiragao

Fruto ndo-climatérico

Tempo

Crescimento e desenvolvimento Maturacdo Senescéncia

Fonte: http://www.spi.pt.

Figura 2 - Taxa de respiracdo de frutos climatéricos e ndo climatéricos.

A pera é um fruto climatérico, o que lhe permite continuar os processos de maturagédo apos
a colheita. Este comportamento permite que a pera seja colhida em fases de maturagéo
prévios a maturacdo organolética momento em que os frutos manifestam as caracteristicas
de qualidade (sabor e aroma) adequada para consumo em fresco. Durante o0 pico
climatérico desencadeiam-se varias alteracdes bioquimicas, culminando com 0s processos

de senescéncia do fruto.

O metabolismo do etileno € determinante no comportamento respiratério e nos processos de
maturacao com influéncia no desenvolvimento e comportamento pos-colheita dos frutos. A
sintese de etileno é promovida em determinadas etapas de desenvolvimento do fruto, bem
como perante condicbes de stress bidtico e abidtico (Saltveit, 1999). Elevadas
concentracdes de etileno induzem alteracdes fisiologicas incluindo o aumento da atividade
respiratoria e da transpiracdo, a degradacéo da clorofila, 0 aumento da atividade enzimatica,
0 aumento da permeabilidade celular e a perda da compartimentacéo celular (Watada et al.,
1990).

Durante a transpiracdo, agua contida nos tecidos celulares € evaporada, conduzindo a
deterioracdo do fruto, ndo apenas pelas alteracdes de textura mas também pela perda de
massa (Pinto et al., 2002). A taxa de transpiracdo é diretamente afetada pelas condi¢des de
armazenagem (temperatura e humidade relativa), embora fatores como a variedade e o
estado de maturacao também sejam importantes. A perda de agua dos frutos pode ser
controlada por condicbes adequadas de armazenagem temperatura baixa e humidade
relativa elevada. Para a pera sdo aconselhados valores de temperatura na gama 0 a 0,5 °C
e uma humidade relativa na ordem dos 93 — 95% (CAB, 2014).



A firmeza da polpa € uma carateristica bastante importante na avaliagdo da qualidade
sensorial da pera Rocha, condicionando a aceitagdo do produto por parte dos
consumidores. A pectina, a celulose e a hemicelulose, sao polimeros da parede celular, com
influéncia na firmeza do fruto. As alteracdes na textura, nomeadamente o amolecimento dos
tecidos, resultam da degradacdo enzimética (celulases, pectinases) destes componentes da
parede celular durante o periodo pés-colheita.

A alteracdo da cor da epiderme decorrente do processo de maturacéo dos frutos é resultado
da degradacdo da clorofila e sintese de carotenoides. Este metabolismo é acelerado na
presenca de etileno, e influenciado por pardmetros como a luz, temperatura e humidade,

promovendo o amarelecimento da pera nas fases avangadas de maturagéo pos-colheita.

2.2 Doencas de p6s-colheita

Atualmente, as perturbacbes poOs-colheita provocadas por agentes bidticos e abibticos
implicam perdas elevadas na fileira fruticola, representando um dos principais obstaculos a
respetiva comercializagdo e consumo (Sanchez, 2014). A maioria das perdas € atribuida a
podriddes causadas por fungos patogénicos, podendo alcancar valores de 25% nas
diferentes fases da cadeia de conservagdo, armazenamento e distribuicdo (Silva et al.,
2000). De uma forma geral as podridbes manifestam-se durante o periodo de
armazenagem, podendo ser resultado de infe¢cBes desenvolvidas no pomar ou estar
associadas a acdes pos-colheita (Xiao, 2005). Contrariamente aos patogénicos com origem
no pomar, a maioria dos patogénicos associados a praticas pés-colheita inadequadas séo
incapazes de penetrar diretamente através da casca do fruto, necessitando de lesdes para
penetrarem e instalarem-se. Geralmente as lesfes sdo causadas durante a colheita,

transporte, operagdes de embalamento e processos de armazenagem (Nunes, 2011).

Com base na natureza da infecdo, as doencgas pos-colheita podem ser agrupadas em duas
categorias: doencas provocadas por infecdo fungica do fruto ainda no pomar, causadas por
Sphaeropsis pyriputesceus, Potebhiamyces pyri e Neofabraea, e doencas resultantes da
infecdo de lesBes, na colheita, no manuseamento pds-colheita ou no processo de
embalamento, da responsabilidade de Penicillium spp., Mucor piriformis e Botrytis cinerea
(Mounir, 2007). Contudo, segundo Sanchez (2014), em Portugal, os agentes patogénicos
reconhecidos como causa das doencas com maior incidéncia em poméideas séo Penicillium
expansum e Botrytis cinerea, responsaveis pela podriddo azul e cinzenta, respetivamente

(figura 3).



Fonte: XV Encontro Anual da Pera Rocha do Oeste, Ignacio Calavia.

Figura 3 - Podriddo em frutos de pera Rocha causada por Penicillium expansum e Botrytis cinerea,
respetivamente.

A reducdo da incidéncia de doencas pés-colheita pode ser alcancada atuando ao nivel
cultural, quimico ou biolégico. A implementacdo de medidas profilaticas podera reduzir de
forma significativa a sua incidéncia, apesar de ndo conduzir a eliminagéo total da doenca. A
manutencdo do pomar em bom estado sanitério, realizacdo de podas sanitarias para a
remocado de necroses e aplicacdo regrada de azoto sdo exemplos de praticas preventivas na
pré-colheita. Desta forma, os tratamentos fitossanitarios efetuados no pomar, em pré-

colheita, destinam-se a proteger os frutos das potenciais infegbes (DRADR, 2012).

A aplicacdo de tratamentos quimicos € a abordagem corrente para o controlo de doencgas de
poés-colheita e distarbios fisiolégicos, na qual se faz uso de agentes antioxidantes e
fungicidas de sintese (Hernandez-Montiel et al., 2010). Apesar de eficazes, os pesticidas
guimicos revelam efeitos nefastos sobre o solo, flora, lengdis freaticos, animais e o Homem,
desequilibrando as relagdes simbidticas no ecossistema (Loureiro, 2014) e conduzindo

inclusivamente ao desenvolvimento de estirpes fitopatogénicas resistentes.

Aos problemas ambientais e de risco quimico para os consumidores acresce ainda a
dificuldade na homologacédo de novos fitofarmacos e a proibicdo de produtos ja existentes
no mercado, tal como € disso exemplo a difenilamina (DPA) (Diretiva 91/414/CE), tornando
urgente desenvolver solug¢des alternativas. Neste dominio o estudo de diversas estratégias
tais como o biocontrolo (Robiglio et al., 2011) e a aplicacdo de tratamentos térmicos

moderados constituem alternativas viaveis ao uso excessivo dos pesticidas de sinteses.

2.3 Estratégias alternativas a utilizagdo de fungicidas de sintese

2.3.1 Biocontrolo
Durante os ultimos 20 anos, tem sido desenvolvida intensa investigacdo de varios agentes
de biocontrolo face a diferentes patogénicos responsaveis pelas principais doencas pos-

colheita. A maioria destes estudos tiveram como principal objetivo o conhecimento do



mecanismo de acéo e eficacia dos agentes de biocontrolo. Porém, os produtos biolégicos
representam ainda uma fracdo minima dos fungicidas comercializados mundialmente.
Ojiambo e Scherm (2006) estimaram, no final da década de 90, que o valor global das
vendas de formulagbes comerciais de biocontrolo era inferior a 0,2% face ao mercado
mundial de fungicidas. Contudo, perspetiva-se que as estratégias de controlo biolégico
ganhem expressdo devido as exigéncias do consumidor face as preocupacbes de

seguranca alimentar e de preservacéo do meio ambiente (Mello et al., 2012).

As caracteristicas inerentes ao hospedeiro influenciam a acdo do controlo biolégico.
Nomeadamente nos frutos de pera Rocha, a resisténcia da epiderme e a textura da polpa
constituem importantes fatores que condicionam a propagacéo do agente patogénico. Face
as caracteristicas intrinsecas podem ser implementadas véarias estratégias, bidticas ou

abidticas, para induzir e promover a resisténcia do hospedeiro (figura 4).

—{ Quimicos (naturais ou sintéticos) ‘
Indqton:es .de . Fisicos (Calor, UV, US) ‘
. Resisténcia \
ESTRATEGIA Bioldai
QICOS (Antagonistas)
COM ‘
EFEITO NO
HOSPEDEIRO Atmosfera controlada ‘
Melhoria da po
A Gestéo de temperatura |
Resisténcia
Smart Fresh (1-mep) ‘

Fonte: Conservacgéao de frutas, Marques, 2012.

Figura 4 - Principais estratégias com efeito nos frutos para controlo das podriddes de pés-colheita.

Visando o efeito sobre o patogénico, das varias estratégias possiveis, destacam-se trés
tipos: recurso a produtos sanitarios (ozono, compostos clorados, acido peroxiacético, etc.),
aplicacdo de microrganismos antagonistas e de substancias naturais com acdo

antimicrobiana (figura 5).
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Efeito indireto ———— Solugdes alcalinas ‘

Fonte: Conservacgéao de frutas, Marques, 2012.

Figura 5 - Principais estratégias com efeito direto e indireto nos patogénicos de pés-colheita.

A implementagdo de controlo biolégico, singular ou combinado com outros tratamentos,
constitui uma estratégia promissora no combate de pragas, com enquadramento no conceito

de agricultura sustentavel e integrada (Spadaro et al., 2004).

O conceito de controlo biolégico, também designado por biocontrolo, refere-se ao
aproveitamento das atividades de um microrganismo para controlar o desenvolvimento de
um segundo microrganismo (Yu et al., 2007). Desta forma, o controlo biol6gico tem por base
as relagbes funcionais entre hospedeiro, antagonista e patogénico, utilizando
microrganismos antagonistas para inviabilizar ou reduzir o desenvolvimento dos agentes
patogénicos dos frutos, contribuindo assim para a prevencdo de doengas pos-colheita
(Barreiro, 2008).

Wilson e Wisniewski (1989) descreveram o antagonista ideal como um microrganismo
geneticamente estavel, eficaz em concentracdes baixas, de largo espetro face a varios
patogénicos e viavel em diversos hospedeiros. Devera possuir necessidades nutricionais
simples, facilidade de desenvolvimento em biorreatores, resisténcia a condigdes ambientais
adversas, ndo atuar como patogénico para a planta hospedeira e ndo ser produtor de
metabolitos toxicos para o Homem ser resistente aos pesticidas normalmente utilizados e
ser compativel com outros potenciais tratamentos quimicos e fisicos. As leveduras cumprem
melhor as carateristicas mencionadas, e, por este motivo, durante os Ultimos anos, a
investigacdo neste campo tem-se focalizado na selecdo e estudo destes microrganismos
(Lidon et al., 2012). Segundo Oliveira e Mota (2011), os principais mecanismos de acdo das
leveduras baseiam-se na competicdo por espaco ou nutrientes, inibindo o desenvolvimento
dos agentes fitopatogénicos sem os eliminar, dominando e colonizando as lesGes dos frutos.
A este efeito acresce ndo serem produtores de micotoxinas ou esporos alergénicos. Em

virtude da boa taxa de utilizagdo de nutrientes, as leveduras permitem uma répida
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proliferacdo na qual a producéo de polissacaridos extracelulares, restringe o espaco para o

desenvolvimento do agente patogénico.

Zhang et al. (2007) demonstraram que a utilizacdo da levedura Cryptococus laurentii reduz
de 92,5 para 62,5% a infecdo de Penicillium expansum em péssegos. No mesmo estudo,
resultados similares foram obtidos no controlo da infecdo por Rhizopus stolonifer. Estudos
desenvolvidos por Zhang et al. (2008) verificaram inibicdo total de B. cinerea e reducéo de
20% da incidéncia de podriddo causada por P. expansum, utilizando Rhodotorula glutinis
como agente de biocontrolo no pés-colheita de pera. A aplicacdo poés-colheita de
Aureobasidium pullulans em peras permitiu a reducdo de 88% de infecdo por P. expansum
durante 60 dias de armazenagem (Robiglio et al., 2011). Por outro lado, o antagonista nao
revelou capacidade de inibicdo face a B. cinerea, reduzindo apenas 22% da incidéncia. No
mesmo estudo, A. pullulans, ap6s 120 dias de armazenagem, revelou 40% de incidéncia de
podriddo por P. expansum, face a valores de 100% para amostras tratadas com fungicidas
comerciais. Neste contexto, o fungo leveduriforme Aureobasidium pullulans é amplamente
utilizado como agente de biocontrolo para prevencdo de doencas pos-colheita (Spotts et al.,
2002; Vero et al., 2009; Castoria et al., 2001).

Contudo, os resultados destes estudos continuam a ser insatisfatorios em comparacdo com
a eficicia dos fungicidas de sintese (Ferreira-Pinto, et al., 2008). Francesco e Mari (2014)
referem que a utilizagdo de agentes de biocontrolo é limitada de acordo com a
inconsisténcia de resultados. Spadaro e Gullino (2005) assinalam ainda os problemas de
ineficiéncia do biocontrolo quando da respetiva utilizacdo em larga escala. Fischer et al.
(2010) refere que os produtos de biocontrolo apesar de apresentarem uma atividade
especifica sdo muito sensiveis a fatores bidticos locais (presenca de outros organismos
vivos) e abidticos (humidade, pH e temperatura) com influéncia na respetiva sobrevivéncia,
colonizacdo e multiplicagdo. Para a maioria dos agentes de biocontrolo o esclarecimento
dos mecanismos de atuagdo e a concentragdo do numero de células necesséario para
prevenir a doenca sdo segundo Nunes (2011) as principais razdes que justificam a respetiva
ineficacia. Porém, as limitacbes encontradas poderdo ser ultrapassadas com a integracao
do biocontrolo com outros tratamentos, complementando ou criando sinergia de efeitos
(Leverentz et al., 2000).

2.3.2 Tratamentos térmicos moderados

A aplicacado de tratamentos térmicos moderados € também um método utilizado no controlo
de doencas p0s colheita, tal como a prevencdo da deterioracdo por fungos. Em magas, a
aplicacdo do tratamentos térmico de intensidade 38 °C / 4 dias, contribuiu favoravelmente
para a reducdo da deterioracdo dos frutos provocada por Penicillium expansum Link ao

longo de 6 meses de armazenagem (0 °C) (Sam et al., 1993). A deterioracdo provocada
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pelo Botrytis cinerea Pers.:Fr. ou pelo P. expansum foi parcialmente controlada durante o
armazenamento de macads Golden delicious submetidas a um tratamento térmico
equivalente (Fallik, 2004). A estes tratamentos associam-se igualmente efeitos ao nivel da
fisiologia dos frutos, nomeadamente na diminuicdo da atividade respiratéria, favoravel na
manutencdo da respetiva qualidade pos-colheita (Lurie, 1998). Estes tratamentos envolvem
a aplicacdo de calor por imersdo dos produtos em 4gua, vapor ou contacto com correntes de
ar quente (Janisiewicz et al., 2010). A gama de intensidade térmica aplicada com beneficios
na retencdo de fatores da qualidade é muito variavel, incluindo a utilizacdo de temperaturas
inferiores a 50 °C para uma gama alargada de tempos de tratamento (segundos a horas) e
temperaturas da ordem de 90-95 °C durante segundos. A multiplicidade de regimes tempo-
temperatura possiveis é limitada pela promogéo dos efeitos pretendidos na qualidade dos
produtos, sem induzir danos pelo calor (Lurie, 1998). As respostas fisiolégicas induzidas
pelos tratamentos sé@o igualmente dependentes das cultivares, local de producéo, praticas

agricolas e estado de maturacéo (Fallik, 2004).

No que se refere a atividade respiratéria, a resposta de cada fruto é individual e, depende
das condi¢des de pré-colheita, da idade fisiologica e da intensidade do tratamento (binémio
temperatura / tempo). Durante a aplicacdo de calor a taxa de respiragdo pode aumentar no
inicio do tratamento e diminuir, ou mesmo cessar, com o periodo de exposicao. O efeito de
inibicdo é reversivel, verificando-se a recuperacao da atividade respiratoria apds os produtos
serem restituidos a temperatura ambiente (Lurie, 1998). Contudo, na generalidade, ap6s
tratamento verifica-se diminuicdo na taxa respiratoria face aos frutos ndo tratados. A
diminuicdo da atividade respiratéria alcancada ou o atraso no restabelecimento dos niveis

iniciais desta foram respostas igualmente induzidas por estes tratamentos (Lurie, 1998).

Em frutos suscetiveis ao amolecimento um dos efeitos benéficos observados refere-se a
manutencdo ou incremento da firmeza induzida pelo calor, justificada pela alteracdo da
atividade das enzimas envolvidas na degradacgéo da parede celular (da pectinametilesterase

e das poligalacturases) (Rico et al., 2007).

Outro exemplo favoravel prende-se com a diminuicdo da suscetibilidade ao escurecimento
enzimatico, induzida pelos tratamentos térmicos, justificada pelo redireccionamento das vias

metabdlicas para a sintese de proteinas de choque térmico (Salveit, 2000).

2.4 Combinacao de tratamentos

Tal como se referiu anteriormente a prevencdo de doencas pés-colheita através da
utilizacdo de agentes de biocontrolo ndo proporciona por si s6 efeitos consistentes sendo o

espectro de acdo limitado em comparacdo com os fungicidas sintéticos. De facto os
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microrganismos antagonistas apresentam grande variabilidade na sua eficacia, cujo acéo,
apenas de protecdo, diminui com frequéncia durante a maturacdo, ndo permitindo erradicar
infecbes preexistentes ou incipientes e/ou prevenir a esporulagdo de patogénicos fungicos
(El Ghaouth et al., 2002).

Uma das estratégias para potenciar o biocontrolo de doencas de pdés-colheita reside na
integracdo com outros tratamentos: biolégicos, quimicos ou fisicos (Usall et al., 2008).

De entre as diferentes possibilidades destacam-se os tratamentos térmicos tendo em conta
a respetiva eficacia no controlo de doencas po6s-colheita, a facilidade de implementacéo e os

custos reduzidos (Palou et al., 2008).

As principais razdes que justificam os beneficios desta combinacdo de tratamentos s&o: (1)
o efeito de descontaminacdo parcial induzida pelo calor pode promover a maior adesao do
agente de biocontrolo a superficie do fruto; (2) o calor aumenta a resisténcia do fruto contra
fungos (Garcia et al., 1995); (3) cria-se a possibilidade de minimizar a intensidade térmica

por forma a prevenir os danos fisioldgicos no fruto (Wszelaki e Mitcham, 2003).

Neste dominio sé@o diversos os estudos nos quais a combinacdo com tratamentos térmicos
resulta na complementaridade e/ou na sinergia de efeitos com vista ao controlo de

podriddes e a manutencao da qualidade dos frutos na pés-colheita.

Morangos submetidos a combinagéo de tratamento térmico com imersdo em agua (55 °C /
30 s) e de biocontrolo (suspensdo de Cryptococcus laurentii; 108 ufc.mL™?) demonstraram
uma diminuicdo significativa da incidéncia a podriddo causada por Rhizopus
comparativamente a frutos submetidos a aplicacao singular dos tratamentos (Zhang et al.,
2007). Os autores justificaram a complementaridade observada pelos efeitos de
descontaminacéo parcial induzidos pelo calor permitirem uma acao mais rapida e eficaz do

agente de biocontrolo.

Resultados similares foram obtidos por Zhong et al. (2010) ao testar a utilizacdo de dois
antagonistas, Candida membranaefaciens guillermondii ou Pichia, em combinacdo com
tratamentos térmicos face a podriddo causada por Botrytis cinerea em frutos de tomateiro.
Neste estudo os frutos foram previamente submetidos ao tratamento por imersdo em agua a
42 °C durante 40 minutos, seguido dos tratamentos de biocontrolo. Nos tecidos do fruto os
efeitos do tratamento térmico n&o influenciaram o desenvolvimento dos agentes de
biocontrolo nas lesbes de tomate mas conduziram a um aumento significativo das enzimas
fenilalanina amonia-liase, quitinases e (3-1,3 glucanase. Nos tecidos este mecanismo de
defesa bioquimica em resposta ao stress calor foi assinalado como sendo responsavel pelo

aumento da eficacia no controle da podridao do fruto.
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Quando usado sozinho, um isolado de Aureobasidium pullulans (PL5) proporcionou uma
reducdo na incidéncia a podridao causada por Monilinia laxa em péssegos para valores de
25,8%, em comparagdo com 74,2% obtidos com as amostras testemunha. A aplicagdo
combinada com tratamentos térmicos (55 °C por 50 s) alcangcou uma eficiéncia superior
reduzindo a incidéncia da podridéo para valores de 17,5%. Por outro lado a o efeito singular
do tratamento térmico conduziu a uma incidéncia da doenca em cerca de 30%. Estes
resultados sugerem o aumento da eficacia do antagonista na combinacédo com o tratamento
térmico (Zhang et al., 2010).

Em limdo, a aplicacédo do biocontrolo (Pantoea agglomerans) seguido de um tratamento com
ar quente a 33 °C durante 6 horas demonstrou efeitos aditivos e benéficos no controlo da

podriddo causada por Penicillium digitatum (Torres et al., 2007).

Em péssegos, o tratamento térmico (50 °C durante 2 h) revelou-se eficaz na reducdo de
podriddes causadas Monilinia fructicola com origem no campo, mas ndo demonstrou
eficacia nas podriddes que se instalam apos tratamento e antes da armazenagem. A agéo
preventiva na integracdo deste tratamento aplicado previamente ao biocontrolo (Bacillus
subtilis) proporcionou um controlo mais efetivo da podriddo de frutos inoculados com M.
fructicola (Casals et al., 2012).

2.5 Processamento em polpa

As regras do mercado e, em particular, as preocupagbes do consumidor (saude e
ambientais) sdo decisivas na orientacdo dos sistemas de producdo alimentar as quais
apontam para as seguintes areas de intervengdo genérica: alimentos seguros e saudaveis,
amigos do ambiente e com prazos de vida util adequados a comercializagdo. Neste sentido,
as principais areas da investigacdo direcionam-se para a avaliagdo da qualidade das
matérias-primas alimentares, e para a inovagéo das tecnologias de processamento, visando
minimizar os perigos e riscos envolvidos, otimizando, em paralelo, a qualidade comercial e

sensorial finais.

O consumo regular de hortofruticolas afigura-se de grande adequacdo estratégica e
oportunidade na promocao da saude e na prevencao da doenca, reforcando a aposta na

investigacdo e desenvolvimento tecnolégico no sector de produtos hortofruticolas.

O grande incremento na oferta de produtos hortofruticolas (HF) foi proporcionado pelo
aparecimento da cadeia de frio, permitindo a distribuicao de produtos de natureza perecivel
e de caracter sazonal. O desenvolvimento de instalacfes e transportes frigorificos, o

aparecimento de culturas de estufa, as evolugdes tecnolégicas das exploracdes agricolas e
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a globalizacdo de mercados sdo outros exemplos que contribuiram para o aumento

significativo da oferta destes produtos aos varios sectores da populacgéo.

Os consumidores sdo cada vez mais exigentes, dando ainda preferéncia a produtos
alimentares que contenham teores reduzidos de aditivos. Estas motivacdes tém orientado a
indastria alimentar no sentido do fabrico de produtos saudéaveis, nutricionalmente

equilibrados e de conveniéncia - de facil transporte, preparacdo e consumo.

As polpas de frutos sdo produtos constituidos pela parte comestivel dos mesmos, com ou
sem casca, sem sementes, que podem apresentar pedacos (cortados ou em rodelas) ou
serem esmagados e cuja estabilidade é assegurada pela cadeia de frio (refrigeracdo ou
congelagdo). A tecnologia de fabrico de polpas de frutos apresenta um grande
desenvolvimento no Brasil, sendo este o maior produtor mundial. Portugal regista um
interesse crescente neste tipo de produtos, disponiveis principalmente no mercado de
importagdo. Esta realidade justifica o interesse na produgcdo nacional e a aposta na

investigacéo e implementacdo de tecnologias de fabrico adequadas.

No processamento de frutas em polpas, a manutencdo da qualidade em fresco das
matérias-primas € critica a partir do momento em que se compromete a integridade dos
tecidos vegetais e se misturam os contetdos celulares, nomeadamente apds as operacdes
de descasque, corte e trituragdo. A consequente mistura dos conteudos celulares pée em
contacto enzimas e substratos estimulando uma diversidade de reacfes de oxidacdo
enzimatica responsaveis pela deterioracdo da qualidade, tais como 0 escurecimento das
polpas. Este tipo de reagBes promove igualmente o consumo de compostos fitoquimicos
(eg. fendlicos e vitaminas) diminuindo o valor funcional do produto. Acresce que nestes
produtos pasteurizados ndo é prevista uma completa inativacdo microbiana, sendo a
deterioracdo microbioldgica igualmente estimulada a partr do momento em que se

disponibilizam os substratos celulares.

A aplicagdo tratamentos térmicos moderados as matérias-primas tal como se referiu
anteriormente (ponto 2.3.2) cumpre objetivos de descontaminacdo da microbiota
promovendo ainda alterag@es fisiolégicas nos frutos com efeitos benéficos na retengéo dos
atributos da qualidade em fresco. Nesta Otica a implementacdo destes tratamentos na
tecnologia de fabrico de polpas pode representar um contributo importante enquanto
metodologia de descontaminacgédo alternativa minimizando o recurso a utilizagdo de agentes
quimicos normalmente empregues nas operagfes de lavagem dos frutos (eg. hipoclorito de

sédio).
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3 Materiais e Métodos




3.1 Matéria Vegetal Pera Rocha

A pera rocha (Pyrus communis L. variedade Rocha) utilizada neste estudo foi fornecida pela
empresa Campotec-Comercializagdo e Consultoria Hortofruticolas, S.A, no ambito do
projeto Bio4Fruit.

Durante a rececdo, a pera, foi sujeita a inspecdo visual eliminando frutos com lesdes
causadas por fatores de natureza fisiolégica e mecénica, de forma a constituir lotes de
calibre homogéneo. A matéria-prima, colhida em estado de prematuracdo, foi armazenada
em condicdes de refrigeracdo 5 + 1 °C (camara Cryocell — RS600SE) até realizacdo dos

ensaios.

3.2 Fungo patogénico

3.2.1 Preparacao do inéculo
O indculo do fungo patogénico foi preparado segundo a Norma EN 1275 (2005).

Isolou-se o fungo de uma pera infetada e promoveu-se 0 seu crescimento em rampa em
meio de cultura Malt Extract Agar (MEA), a temperatura de incubagéo de 25 °C durante 9 a
11 dias até a sua aplicacdo no ensaio. A biomassa desenvolvida na rampa foi recolhida com
uma ansa, diluida na solugéo diluente Maximum Recovery Diluent (MRD), homogeneizada e

filtrada num pequeno funil esterilizado preenchido com algodao hidréfilo estéril.

Para determinar a concentracdo da suspensédo obtida, efetuaram-se diluicbes decimais e
plaqueou-se por incorporacdo em MEA. As placas inoculadas foram incubadas a 30 °C, nédo
invertidas, devido a formacao de esporos, durante 72 horas. Devido ao risco do micélio do
fungo filamentoso invadir as placas e impossibilitar a contagem, efetuou-se a primeira
contagem as 42-48 h.

Decorrido este tempo, realizou-se nova contagem, reportando os resultados em ufc.mL™.

3.3 Antagonista

3.3.1 Preparacao do antagonista comercial

O antagonista foi obtido através da hidratacdo de Blossom Protect™, um agente
biotecnoldgico alternativo ao uso de fitofarmacéuticos. Blossom Protect™ tem como
principal agente ativo Aureobasidium pullulans, levedura ubiqua isolada de folhas de

macieira.
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A solucdo de Blossom Protect™ foi preparada de acordo com as informacdes presentes no
manual de utilizacdo do fabricante, respeitando as concentracdes de aplicacdo. Pesou-se
1,59 de Blossom e adicionou-se agua esterilizada até perfazer 1L, mantendo-se em
agitacdo magnética até total dissolucao.

3.3.2 Confirmacéo das especificacdes da rotulagem

Foi preparada uma solucao de Blossom Protect™ de acordo com o ponto 3.3.1.

Para determinar a concentracdo da solucdo obtida, efetuaram-se diluicbes decimais, em
triptona sal. As diluicBes foram plaqueadas por espalhamento em Glucose Yeast Peptone
Agar (GYPA) e Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol (DRBC), em triplicado. As placas

inoculadas foram incubadas a 25 °C, durante 5 dias.

Decorrido este tempo realizou-se a contagem, reportando os resultados em ufc.L™?.

3.3.3 Confirmacgéo da estirpe do antagonista

Foram preparadas sucessivas diluicbes da solugdo de Blossom e inoculou-se 0,1 mL em
placa de Petri com meio DRBC para contagem das células e identificacdo do antagonista.
Ap6s incubacdo, durante 7 dias a 25 °C, a morfologia celular das colonias formadas foi

observada ao microscépio.

O Aureobasidium pullulans é uma levedura dimérfica, podendo apresentar morfologia
leveduriforme ou pseudo-hifas, semelhantes as hifas carateristicas dos fungos filamentosos,
mediante diferentes condicbes ambientais (Zullo et al., 2010). As colonias observadas
apresentavam cor variavel entre branco, beje, aspeto liso e brilhante com extremidades
irregulares e presenca de hifas, sugerindo a sua caraterizacdo como Aureobasidium
pullulans. Para confirmagdo da estirpe o exame morfolégico foi complementado com

sequenciacdo do DNA.

O DNA foi extraido segundo uma adaptacdo do método descrito por Baleiras et al. (2005).
Foi recolhida uma ansa de biomassa e homogeneizada em 500 puL de agua estéril com
auxilio do vortex. As amostras foram congeladas a -80 °C durante 2 horas e meia, e
posteriormente colocadas em banho seco a 100 °C durante 5 minutos, para promover a lise

celular.

A amplificacdo do DNA realizou-se por PCR (Bio Rad, icycler), com os primers ITS (5 —
TCC GTAGGT GAACCTGC GG -3)eITS4 (5 — TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3)
como descrito por Esteve-Zarzoso et al. (1999). Para um volume final de reacdo de 25 uL
utilizaram-se 10 uM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, tampéo PCR 1x, 0,5 uM de cada primer e
1U de Taq polimerase. As condicbes de PCR foram as seguintes: desnaturacdo térmica a
95 °C durante 5 minutos; 35 ciclos de: 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 52 °C e 120
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segundos a 72 °C, e finalizou-se o processo com tratamento a 72 °C durante 10 minutos
para terminar o alongamento das moléculas de DNA por acdo da enzima Taq polimerase.

A separacao dos fragmentos de DNA efetuou-se segundo a técnica de eletroforese em gel
de agarose. O gel foi preparado a uma concentracdo de 1% de agarose e com tampao TBE
0,5x. Em cada poco foram introduzidas aliquotas de 10 puL (8 uL de DNA amplificado e 2 pL
de tampdao de carga TBE 6x). Aplicou-se, durante 60 minutos, uma corrente elétrica de 75V

através do gel, obtendo-se o perfil representado na figura 6.

C1 c2 Cc3 ca Cc5 Cce Bpé
- -

Marcador

Figura 6 - Perfil de eletroforese de DNA extraido de colbnias formadas a partir de diluicbes de
Blossom (C1, C2, C3, C4, C5 e C6), da inoculagao de Blossom Protect™ em p6 (Bpd) e controlo
positivo (C+: Saccharomyces uvarum ATCC 9080) para confirmacdo da estirpe de Aureobasidium
pullulans.

A purificacdo do DNA realizou-se de acordo com protocolo do fabricante do Jetquick Spin
Column. Adicionou-se 400 pL de solug&o de hidrocloreto de guanidina e isopropanol (H1) a
100 pL da solucéo de DNA extraido, centrifugando a 12000 g durante 1 minuto e descartou-
se o0 sobrenadante. Ao pellet obtido adicionou-se 500 pL de solugédo contendo etanol, NaCl,
EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) e Tris-HCI. Centrifugou-se a 12000 g durante 1
minuto, descartando o sobrenadante, e repetiu-se a centrifugacdo a velocidade maxima. A
purificacdo concluiu-se adicionando 50 pyL de agua estéril ao novo pellet e centrifugando a

12000 g durante 2 minutos.

Para confirmacdo da estirpe do antagonista sequenciou-se o DNA da amostra
correspondente a inoculacdo direta do Blossom Protect™ em p6 (Bpd). As sequéncias
obtidas foram alinhadas no GenBank utilizando o programa BLAST para a identificacédo
(www. nchi.nlm.nih.gov). O resultado da sequenciacdo confirmou que a estirpe presente no

antagonista comercial € Aureobasidium pullulans estirpe LCC13.
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3.4 Métodos analiticos
3.4.1 Ensaios in vitro
Otimizacdo da concentracdo de A — capacidade de inibicéo

A avaliacdo da capacidade de inibicdo in vitro foi realizada adotando o método descrito por
Hernandez-Montiel et al. (2010) e Etebarian et al. (2005) e o meio de cultura de agar
modificado com incorporacdo de pera Rocha (Mpera) que foi preparado segundo

Janisiewicz et al. (2010).

Preparou-se a suspensdo de antagonista, diluindo 1,5 g de Blossom Protect™ em 1000 mL
de agua, correspondendo a uma concentracéo inicial a 1x10® células. L. Efetuaram-se
diluicdes decimais para obtencéo das concentracdes de 108, 106, 10° e 10*ufc.L. Aliquotas
de 30 pL de cada suspenséo de levedura foram distribuidas uniformemente, com semeador,
em placas contendo MEA ou Mpera, e incubadas durante 24 horas a 25 °C. Como controlo
utilizou-se agua destilada estéril.

A partir da borda de uma colénia de Cladosporium sp. com 7 dias de crescimento em MEA,
com uma sonda estéril retirou-se uma porcdo de colénia com ca de 5 mm de diametro, e
colocou-se no centro das placas inoculadas com antagonista. As placas foram incubadas a
25 °C e o diametro da colonia foi medido periodicamente por 14 dias.

O diametro da cada colonia foi definido como a média de 3 medidas independentes
determinadas com paquimetro digital (Powerfix profit, Z 22855). A percentagem de inibicdo

do desenvolvimento foi calculada segundo a equacéo 1.

b
x 100 (Eq. 1)

N: % de inibicdo do desenvolvimento
a: didmetro da colénia de Cladosporium sp. ndo inibido
b: didmetro da colénia de Cladosporium sp. em meio com antagonista

Cada ensaio foi repetido trés vezes.

Tratamento estatistico de resultados

O tratamento estatistico dos resultados foi efetuado com recurso ao software Statistica v8.0
(StarSoft, Inc., 2007), por analise de variancias (ANOVA), utilizando o teste Tukey (p <0,05)

para separagdo das médias.

21



3.4.2 Ensaios in vivo
Determinacao da cor CIELab

Os valores colorimétricos da carepa e polpa foram determinados no sistema CIELab
(iluminante C) com o auxilio do colorimetro CR300 Minolta colorimeter. A calibragdo do
colorimetro efetuou-se segundo o padrdo de referéncia (L'=97,10; a’=0,08; b’=1,80). Os
resultados expressam a média de 5 medi¢Bes por amostra.

Os parametros L', a’, b" obtiveram-se por leitura direta do equipamento, onde o valor L
representa a luminosidade da amostra, traduzindo a variagdo da tonalidade escuro/claro,
numa escala de 0 a 100 (correspondendo ao branco absoluto e preto absoluto,
respetivamente). A cromaticidade é indicada pelo parametro a’, que varia entre o vermelho
(+60) e verde (-60), e pelo parametro b que varia entre amarelo (+60) a azul (-60). As
coordenadas de a" e b" assumem valores proximos de 0 para cores neutras ou semelhantes,

tal como branco, preto ou cinza.

Para além dos parametros L', a’, b" é possivel determinar a saturacdo ou cromaticidade da
cor (C’, Chroma), a tonalidade (°h, Hue), o indice de escurecimento (WI, Whiteness Index) e
a diferenca total da cor (TCD, Total Colour Difference). O indice de escurecimento € apenas

calculado para determinacéo da cor da polpa.

O parametro C* (Eq. 2) é uma medida do croma ou da saturacdo da cor e representa a
distancia ao eixo neutro (figura 7). O atributo de cor °h (Eqg. 3 a 5) pode ser definido como o
angulo (0° - 360°) que transmite a tonalidade de cor. Os angulos formados variam pelos
eixos dos parametros a’e b’, definindo assim a tonalidade da cor, sendo que os angulos
entre 0° - 90° correspondem aos vermelhos, laranjas e amarelos; de 90° a 180° os
amarelos, amarelo-verdes e verdes; de 180° a 270° os verdes, cianos e azuis; de 270° a

360° os azuis, purpuras, magentas e novamente os vermelhos (Dafne, 2014).
C* =+/(a’? + b*2) (Eq. 2)

(ereto )
arctg?
Oh —

: " (Eg. 3)
6.2832 X 360,sea*>0eb* >0

(arctgg)
o — \7al) . (Eq. 4)
h =180+ 6.2832 X 360,sea* <0

(arctg—*)
. a . . (Eq. 5)

= - X

h =360+ 6.2832 360,sea*>0eb* <0
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O parametro WI (Eqg. 6) permite avaliar a evolugdo visual do escurecimento, traduzindo a
maior ou menor presenca de material branco na superficie dos hortofruticolas (Boline et al.,
1991).

WI =100 — /(100 — L*)2 + a*2 + b*2 (Eqg. 6)

A diferenca total da cor (TCD) (Eqg. 7) € um parametro que traduz as variagdes da cor entre
uma dada amostra e uma amostra referéncia. Neste estudo a amostra referéncia é a
amostra controlo (C) no tempo de armazenamento O (considerando esta com um valor nulo;
Lo*, ao*, bo*).

TCD = J(L* — Ly)? + (a* — ag)? + (b* — by)? (Eq. 7)

O valor numérico deste parametro poder ser correlacionado com a percecdo sensorial das

diferencas de cor através da classificagcéo de Drlange (1994), expresso na tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo do grau de diferencga pelo valor de TCD (Drlange, 1994).

TCD Grau de diferencas
0-0,2 Impercetivel
0,2-0,5 Muito pequena
05-15 Pequena

15-3 Distinta

3-6 Muito distinta
6-12 Grande

>12 Muito grande
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Fonte: http://www.digitalmedia.tech.uh.edu.

Figura 7 - Representagdo dos parametros Chroma, Hue e L.
Determinagao da Firmeza

A firmeza foi determinada efetuando um teste de penetracdo num texturémetro TA.HDi
Texture Analyzer (Stable Microsystem Ltd), equipado com uma célula de carga de 50 kg. O
teste de penetracdo foi realizado a uma velocidade de 1mm.s? com uma distancia de
penetracdo de 10 mm, com recurso a uma sonda de inox de 2 mm de diédmetro. As curvas
de forga distancia foram registadas e a firmeza tomada como o pico de forga maxima (N)
das curvas. A determinacao foi realizada a temperatura ambiente, havendo primeiro
estabilizagdo da temperatura dos frutos a analisar. Para cada fruto realizaram-se medi¢cbes
em trés pontos da regido equatorial. Os resultados foram expressos como a média de 9

determinag@es por tipo de amostra.

Determinagao da perda de massa

A perda de massa foi determinada a partir da pesagem de 5 frutos em cada momento de
analise (Mettler PJ3000). Ap6s pesagem os frutos foram restituidos nas mesmas condicées
de armazenagem. A perda de massa foi determinada relativamente ao peso inicial da

amostra recolhida no dia 0, correspondendo ao inicio do armazenamento (Eq. 8).

— P (Eq. 8)

P:
(%) Perda de massa = — 5 x 100

4

Pi: Peso inicial
Ps: Peso final
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Determinacao do pH

O valor de pH foi medido no homogeneizado de pera em agua destilada (1:1, p:p), utilizando
um potenciémetro (Crison Micro pH 2001). Os valores médios resultaram da média de 3

determinac@es por amostra.

Determinacdo do teor em solidos soluveis (TSS)

O teor em solidos soluveis foi determinado no sumo obtido por filtragdo do fruto, utilizando
um refratometro digital (DR-A1). Os resultados sdo expressos em °Brix (percentagem de
sélidos solaveis por 100 g de produto), resultantes da média de 3 determinacdes por

amostra.

Anélise sensorial

As amostras foram sujeitas a avaliagdo sensorial informal (prova de preferéncia) por um
painel ndo treinado de 6 provadores. Utilizaram-se escalas de 1 a 5, para a avaliacdo dos
atributos cor, firmeza e apreciacdo global das amostras. Os descritores utilizados para a
definicdo da escala sao apresentados na tabela 2. As amostras foram servidas a

temperatura ambiente.

Tabela 2 - Escalas e respetivos descritores adotados na avaliacdo dos atributos sensoriais de pera
Rocha.

Escala Atributo Sensorial

Cor Firmeza Apreciagéo Global
1 Verde Muito firme Muito bom
2 Moderadamente verde  Firme Bom
- Moderadamente Suficiente (limite da
3 Ligeiramente amarelo . L
firme aceitabilidade)
4 Amarelo Mole Mau
5 Amarelo escuro Muito mole Muito mau

Contagem de microrganismos a 30 °C

A determinacdo de microrganismos a 30 °C foi realizada de acordo com a norma ISO
4833:2003. A amostra foi preparada segundo a norma ISO 6887-4:2003, efetuando, em
condicBes de assepsia, a recolha de casca de 3 peras por amostra. Ap6s homogeneizacao
da casca obtida, pesaram-se 10 g por amostra. Os resultados foram expressos em ufc.g? de

casca de pera.
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Contagem de bolores e leveduras

A determinacdo de bolores e leveduras foi realizada de acordo com a norma ISO 21527-
1:2008. A amostra foi preparada segundo a norma ISO 6887-4:2003, conforme descrito no

ponto “Contagem de microrganismos a 30 °C”.

Identificacdo morfoldgica de fungos filamentosos

Os fungos responsaveis pela podridao dos frutos foram observados e classificados segundo
as suas carateristicas morfolégicas e culturais, utilizando meio de cultura adequado de
forma a favorecer a sua reproducdo e desenvolvimento, permitindo ainda a expresséo

correta das carateristicas a estudar.

Partindo de uma colénia, com o auxilio de uma agulha esterilizada a chama, e mediante as
técnicas de manipulacdo assética usuais em Microbiologia, procedeu-se a colheita de uma
porcdo de colénia a isolar e inoculou-se num ponto central das placas contendo os
diferentes meios de cultura seletivos, DRBC e GYPA. Efetuaram-se observacgfes diarias das
placas, avaliando a pureza da coldnia através da uniformidade do aspeto apresentado apos

incubacao e auséncia de desenvolvimento de outros microrganismos.

Durante a incubag@o observaram-se carateristicas culturais e terminado o periodo de

incubacao efetuaram-se analises microscépicas das carateristicas morfologicas.

Nas caracteristicas culturais avaliou-se a velocidade de crescimento, a textura do talo, a cor
do talo (pigmentacao do talo e coloragéo dos conidios), cor do reverso da cultura, presenca

de pigmento difusivel, odor, presenca de exsudado (gotas de transpiracdo do micélio aéreo).

Nas caracteristicas morfolégicas, observadas ao microscépio 6tico (Leitz laborlux 12),
procedeu-se ao estudo do micélio (presenca/auséncia de septos nas hifas, cor,
ornamentacdo das paredes, dimensfes, modo de ramificacdo), da natureza dos 6rgaos
diferenciados e do seu contetdo (forma, cor, dimensdes, textura das paredes,
ornamentacdo, arranjo espacial) e ao estudo biométrico das células/estruturas

esporogénicas e dos esporos.

A identificagcdo foi realizada de acordo com as caracteristicas observadas com recurso a
manuais com chaves de identificacdo: Toxiques dans I'Alimentation (Moreau, 1969) e
Compendium of Soil Fungi (Domsch, et al., 1980).

Aplicacdo do tratamento térmico moderado (Top)

Os frutos foram mantidos a 40 °C durante 40 minutos, em banho termostatizado (W600,

Memmert) controlado com termopar (52 D, Fluke). Os frutos retirados do banho foram
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arrefecidos em gelo fundente. Removeu-se 0 excesso de agua com papel absorvente e os

frutos foram restituidos as condi¢c6es de armazenagem (5 °C).

Lesado dos frutos

O ferimento dos frutos realizou-se de acordo com o método descrito por Robiglio et al.
(2011). Na zona equatorial de cada pera, fez-se uma lesao, utilizando uma sonda estéril de

3 mm de profundidade e diametro.

Antagonista comercial A — aplicagéo por imersao

Os frutos foram totalmente imersos em suspenséo de antagonista (10 ufc.mL™?) (preparada
de acordo com o ponto 3.3.1). Decorrido um minuto, foram retirados e colocados em placas
de vidro de forma a permitir a secagem natural do fruto a temperatura ambiente durante
cerca de 30 minutos (Hernandez-Montiel et al., 2010). Apos total absorgéo da suspenséo, as
peras foram dispostas em sacos microperfurados de polipropileno biorientado (38 x 36 cm) e

armazenadas a 7 °C, durante dois meses (camara Cryocell - RS600SE).

Cada condicéo foi repetida 24 vezes (6 frutos para 4 tempos de analise),realizando tomas

para analise nos dias 0, 15, 45 e 60.

Antagonista comercial A - aplicacao direta na les&o

A aplicacdo localizada de A realizou-se segundo o método descrito por Janisiewicz et al.
(2010). Em cada lesdo, com o auxilio de uma micropipeta foram aplicados 25 uL da

suspensédo de antagonista preparada de acordo com o descrito no ponto 3.3.1.

Inoculagdo com Cladosporium spp.

A partir da suspensao preparada no ponto 3.2.1 procedeu-se a inoculagao dos frutos com o
agente patogénico. Cada ferida foi inoculada por adicdo de 25 L da suspenséao de conidios
de Cladosporium sp.. Nas amostras com A aplicado diretamente na lesdo decorreu um
periodo de espera de 90 minutos antes da aplicacao de Cladosporium sp.. Para controlo do
teste, utilizaram-se frutos cujas feridas foram apenas inoculadas com o fungo de

deterioracao.

Apo6s a inoculacdo, as peras foram dispostas em tabuleiros identificados e armazenadas a

7 °C, durante dois meses (camara Cryocell — RS600SE).

Cada pera constituiu um replicado e cada condicdo de ensaio foi replicada 36 vezes. As
peras foram examinadas, efetuando-se registos fotograficos da propagac¢éo da infecdo aos
dias 0, 15, 45 e 60.
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A incidéncia do fungo foi calculada como o nimero de lesdes infetadas sobre o nimero total
de lesdes.

Tratamento estatistico de resultados

O tratamento estatistico dos resultados foi efetuado com recurso ao software Statistica v8.0
(StarSoft, Inc., 2007), por analise de variancias (ANOVA), utilizando o teste LSD, e Tukey (p
<0,05) para separacao das médias nos ensaio 3 e 4, respetivamente.

28



4 Desenvolvimento Experimental




4.1 Efeitos do local de producdo e do tratamento fungicida pos-colheita
(pratica industrial) na microbiota da pera Rocha

4.1.1 Objetivos e Delineamento experimental

No crescente quadro de limitagdo da utilizagdo de pesticidas de sintese, tradicionalmente

utilizados no controlo de doencas de po6s-colheita (ex. Imazalil) e visando a conservacao

prolongada da pera Rocha em condicGes de refrigeracdo, é imprescindivel apostar no

estudo da integracdo de tratamentos (biocontrolo, calor, UV, US) como estratégia

alternativa, cujos efeitos singulares ndo configuram por si sé uma opc¢ao ecoldgica.

A podriddo com origem microbiol6gica, nomeadamente por fungos filamentosos, é
responsavel pela perda da qualidade da pera Rocha durante a armazenagem pés-colheita.
Para adequar tratamentos pdés-colheita é necessario identificar qual/quais o(s) grupo(s)

responsavel(eis) pela podriddo dos frutos. Assim, sdo objetivos primarios deste trabalho:

Caracterizar a microbiota (grupos de microrganismos contaminantes e respetivos

teores) em funcao do local de producéo (Alcobaca e Lourinhd).

Avaliar a eficacia da aplicagdo do tratamento fungicida — Imazalil, sobre a carga
microbiana (independentemente do local Alcobaca e Lourinhd), apds tratamento e

durante 15 dias de armazenagem em refrigeracéo, em condi¢des simuladas.

Para cumprir estes objetivos foram utilizados frutos de pera Rocha das campanhas 2013 e
2014, e de calibre 65/75 mm, tendo sido o lote constituido segundo os critérios referidos (cf

procedimento 3.1).

Foram constituidos 4 tipos de amostras de 5 frutos cada, a partir de frutos provenientes dos
2 locais de producéo considerados — Alcobaca (Alc) e Lourinhd (L), com e sem tratamento
de Imazalil (tabela 3). Para cada amostra realizaram-se as seguintes determinagdes:
contagem de microrganismos a 30 °C, contagem de bolores e leveduras e, identificacéo
morfolégica, ao género, dos fungos predominantes. Cada amostra foi analisada em
triplicado, apos a rececao das mesmas no laboratério e ao fim de 15 dias de armazenagem
(5 °C). Para os frutos da campanha de 2014 (local de producdo nado definido e sem
tratamento) foram apenas determinadas as contagens de microrganismos a 30 °C,
contagem de bolores e leveduras e realizada a identificagdo morfolégica, ao género, dos

fungos predominantes.

Tabela 3 - Identificagcao do tipo de amostras (fatorial completa a duas variaveis).

30



Id amostra Local Tratamento

Alc_| Imazalil
Alcobaca

Alc_SI Sem Imazalil

L_|I Imazalil
Lourinh&

L_SI Sem Imazalil

4.1.2 Resultados e discussao
Eficacia da aplicacao do tratamento fungicida

Na figura 8 sdo apresentados os resultados da caracterizacdo da microbiota dos frutos,
relativos as contagens de microrganismos a 30 °C e de Bolores e Leveduras, das amostras
A ST,A I,L_ STelL I, nosdias 0 e 15 de armazenagem a 5 °C.

43 42

N\

nn

NN\

B&L (Log;oufc.g™)

_y
N

Microrganismos 30 °C (Logqufc.g™)

.

A Z 4 4
Alc_ST Alc_| L_ST LI Alc_ST Alc_|

Identificacdo da amostra Identificagdo da amostra
Data 0; Data 15 Data 0; Data 15

Figura 8 - Efeito do local de producdo (Alc e L) e aplicacdo de Imazalil (I e ST) no teor de a)
microrganismos a 30 °C e b) bolores e leveduras nos frutos de pera Rocha. Bandas de variacéo
correspondem aos intervalos de confianca a 95%. Letras diferentes revelam diferengas significativas
a 95% (Teste Tukey).

A contaminacgdo inicial dos frutos de pera Rocha foi de ca de 5,3 x 10* ufc.g? para
microrganismos a 30 °C, e de 4,7 x 10* ufc.g* para bolores e leveduras, ndo diferindo com o
local de producdo nem aplicagcdo do tratamento Imazalil. Na campanha de 2014 verificaram-
se contagens semelhantes de ca de 4,8 x 10° e 3,4 x 102 ufc.g? para microrganismos a
30 °C e bolores e leveduras, respetivamente. O nivel de contaminagdo microbiologica
encontra-se dentro da gama apresentada em estudos similares efetuados em pera Rocha
(Abreu, 2010).

Da figura 8 verifica-se que as contagens relativas ao grupo de microrganismos a 30 °C

foram, em todas as situacdes, semelhantes as do grupo de bolores e leveduras.
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Os grupos microbioldgicos analisados ndo apresentam variagfes significativas apés 15 dias
de armazenagem dos frutos (5 °C). Acresce que o tratamento com Imazalil ndo influenciou,

contrariamente ao esperado, as referidas contagens no periodo considerado (dias 0 e 15).

Caraterizagdo da microbiota

Na identificagdo dos fungos filamentosos (campanha 2013 e 2014) verificou-se a
predominancia do género Cladosporium sp. (figura 9) e a presenca pontual dos géneros
Penicillium sp., Alternaria sp., e Aspergillus flavus. Este fungo, Cladosporium sp., foi isolado
para utilizacdo subsequente no ensaio de biocontrolo.

Figura 9 - Predominancia de Cladosporium sp. face a outros microrganismos na contaminacdo
natural dos frutos de pera Rocha.

4.1.3 Concluséo
O fungicida Imazalil revelou ser um tratamento pos-colheita ndo eficaz na redugédo da
contaminagdo microbiolégica inicial dos frutos, e sem efeito durante armazenagem (5 °C, 15

dias).

O local de producdo mostrou néo influenciar os grupos de microrganismos, e respetivos
niveis de contaminacdo, tendo-se identificado o género Cladosporium sp. como fungo

patogénico prevalecente nos frutos de pera Rocha.
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4.2 Estudo da eficiéncia do antagonista comercial no controlo da podridédo de
pera Rocha provocada por Cladosporium sp. (in vitro)

4.2.1 Objetivos e Delineamento experimental

O biocontrolo através da utilizacdo de agentes antagonistas face ao desenvolvimento de

podriddes causada por fungos patogénicos constitui uma das alternativas em consideracao

a utilizacao de pesticidas sintese.

Para avaliar a eficacia do Blossom Protect™ (A) (antagonista comercial) no controlo da

podriddo de pera Rocha efetuaram-se testes in vitro com os seguintes objetivos:

Identificar a concentragdo de A responséavel por uma inibicdo efetiva de Cladosporium
sp.;

Verificar se a disponibilidade de nutrientes proporcionado pela pera Rocha introduz
alteracdo na acao de A.

Numa primeira fase efetuou-se a confirmacdo das especificacbes da rotulagem do
antagonista Blossom Protect™, através da contagem do numero de células viaveis por
grama de produto (108 ufc.g?), conforme procedimento descrito em 3.3.2. Posteriormente
foram testadas, em triplicado, quatro concentracbes de A a partir da concentracdo
aconselhada no rétulo (108 ufc.Lt) e respetivas diluicdes (10%, 10°, 10° ufc.L?), utilizando
dois meios de cultura: MEA e meio de agar modificado (Mpera) por forma a mimetizar a
disponibilidade de nutrientes proporcionada pelo fruto (cf procedimento 3.4.1). A
percentagem de inibicdo de Cladosporium sp. (cf procedimento 3.4.1) foi calculada ao fim de

7 e 14 dias de incubacéao.

4.2.2 Resultados e discusséo

Na contagem do numero de células viadveis do produto comercial obteve-se uma
concentracdo de ca de 7 x 10® células vidveis de Aureobasidium pullulans por grama de
produto, observando-se, assim, uma concentracdo ligeiramente inferior da que consta no

rétulo do produto (de 5 x 10°.g%).

Na tabela 4 apresentam-se os resultados da inibicdo (%) do antagonista Aureobasidium
pullulans face ao desenvolvimento de Cladosporium sp. para as diferentes concentracdes

testadas.
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Tabela 4 - Percentagem de inibicdo de Cladosporium sp. apds 7 e 14 dias de incubacdo em MEA e
Mpera, para diferentes concentracdes de A (104, 105, 108 e 108 ufc.g?).

Inibicdo de Cladosporium sp. (%)

Id amostra
7 dias 14 dias

MEA [107] -05+1,1 -9,5+28
MEA [10°] 19,2+6,5 445+ 4,6
MEA [10°] 47,4 +£9,1 59,7 £ 8,9
MEA [108] 80,2+2,3 84,1+1,6
Mpera [104] 76+44 20,0+ 11,5
Mpera [10°] 146+79 59,5+ 11,0
Mpera [108] 51,7+4,2 73,6 +0,4
Mpera [108] 785+1,3 88,0+ 0,6

No meio Mpera verificou-se um efeito de inibicdo de Cladosporium sp. crescente com o
aumento da concentracdo de A. Em meio de cultura MEA esta situacéo foi observada a
partir da concentracdo de 10° ufc.g. Para a concentracdo de 10* ufc.g?, verificou-se, ao
contrario, desenvolvimento do agente patogénico. Este comportamento pode ser explicado
por uma menor capacidade competitiva de A. Pullulans, em baixas concentragfes, face ao
contaminante Cladosporium sp.. O facto de esta situacdo ndo se ter verificado em Mpera
pode estar relacionada com a disponibilidade de nutrientes e com a adaptabilidade de A.
Pullulans relativamente a Mpera, jA que a estirpe utilizada foi isolada de folhas de

Pomodideas.

A correlacdo entre a inibicdo de Cladosporium sp. e a concentracdo de antagonista
apresenta um comportamento linear para o tempo 7 e 14 de incubacdo tal como se

apresenta nas figuras 10 e 11.
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Figura 10 - Relacdo entre a concentracdo de antagonista e a percentagem de inibicdo de
Cladosporium sp. apés 7 dias de incubagdo, em MEA e Mpera.
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Figura 11 - Relacdo entre a concentracdo de antagonista e a percentagem de inibicdo de
Cladosporium sp. ap6és 14 dias de incubacdo, em MEA e Mpera.

Os coeficientes de correlagéo linear, muito similares em todas as condi¢des testadas (meios
de cultura e tempo de incubacéo), demonstram que o efeito do A ndo depende da natureza
guimica dos nutrientes disponibilizados nos meios de cultura testados e que a respetiva

acao é efetiva (ca de 80%) na matriz pera Rocha.

4.2.3 Concluséo
O antagonista Blossom Protect™ tem potencialidade para controlar o desenvolvimento de

Cladosporium sp. em pera Rocha, pelos efeitos demonstrados in vitro.
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4.3 Efeitos da integracdo de tratamentos - biocontrolo e tratamento térmico
moderado - na incidéncia da podriddo de pera Rocha em condic¢des
simuladas de armazenamento

4.3.1 Objetivos e Delineamento experimental

Avaliar os efeitos integrados dos tratamentos: biocontrolo (A) (concentracdo
selecionada) e tratamento térmico moderado (Top) (condi¢éo referenciada na literatura)
no controlo da podriddo poés-colheita causada por Cladosporium sp. durante a

armazenagem (7 °C).

Para cumprir 0 objetivo proposto foram constituidos quatro tipos de amostras (tabela 5), cuja
preparacdo envolveu diferentes fases (agrupamento de frutos em blocos casualizados;
aplicacdo de biocontrolo e de tratamento térmico moderado e, inoculagdo com Cladosporium

sp.) tal como se esquematiza na figura 12.

Tabela 5 - Identificacdo das amostras e efeitos em avaliagéo (fatorial incompleta).

Tipo de amostra Id amostra

Peras submetidas & infecao provocada com Cladosporium sp. Cc

Peras submetidas a A aplicado por mergulho + infecdo provocada

com Cladosporium sp. A
Peras submetidas a A aplicado na lesdo + infecdo provocada com A
Cladosporium sp. -
Peras submetidas a Top + A aplicado na leséo + infe¢do provocada Top x A

com Cladosporium sp.

Id amostra Efeitos em avaliacdo

Capacidade de desenvolvimento de Cladosporium sp. por

¢ contaminacao artificial

A Desempenho do Blossom Protect™ aplicado por imerséo

AL Desempenho do Blossom Protect™ aplicado na lesé&o

Top x A Desempenho do efeito combinado do tratamento térmico e do

Blossom Protect™ em frutos lesionados

A partir do lote inicial constituiram-se, aleatoriamente, 4 sub-lotes, para os quais se

procedeu a selec¢édo visual dos frutos segundo os critérios descritos no procedimento 3.1.

A aplicagdo de A (por imersdo ou aplicacdo direta na lesdo) e da integracdo Top x A,
realizou-se em conformidade com os procedimentos descritos no ponto 3.4.2. Os frutos
foram lesionados com auxilio de sonda cilindrica estéril (=3 mm) a 3 mm de

profundidade, na zona equatorial e, infetados na lesdo através da adicao de uma suspensao
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de conideos de Cladosporium sp., numa concentracdo de 102 ufc.mL. Foram constituidos

triplicados.

As amostras (dimensdo: 36 frutos) foram acondicionadas em tabuleiros de plastico (24 x 24
cm) e armazenadas em condicdes de refrigeracdo (Cryocell; 7 °C) ao longo de 60 dias. Foi
contabilizado o numero de peras por amostra, com podridao visivel (independentemente do
agente patogénico) e efetuados registos fotograficos de todas as amostras, nos dias 0, 15,
45 e 60 de armazenagem, tendo em conta que os frutos com podridao visivel sdo excluidos

da armazenagem subsequente.

As incidéncias da podriddo visivel e da podriddo por Cladosporium sp. foram calculadas
através das equacdes 9 e 10, respetivamente. Foi ainda considerado o calculo da incidéncia

de podridédo causada por outros fungos pela diferenca dos valores percentuais anteriores.

o X (Eq. 9)
% incidéncia da podridao visivel = Jimensao da amostra x 100

Sendo X o numero de frutos com podridao visivel.

A . Y (Eg. 10)
% incidéncia de Cladosporium = Jimensio daamostra x 100

Sendo Y o numero de frutos com podridao causada por Cladosporium sp..

Nota: Os valores de incidéncia de podriddo apresentados nas figuras 13 e 14 séo obtidos

através das percentagens cumulativas da incidéncia de podridao.
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Efeitos da integragao de tratamentos — biocontrolo e térmico moderado na incidéncia da podridao de pera Rocha em condigtes
de armazenamento simuladas

Lote de frutos

h . S i L . .
(15 kg: Calibre 65/75 mm) Selegao visual Frutos com lesao/podriddes

|

Divisdo em 4 sub-lotes

36 fFutos 36 frutos 36 frutos 36 frutos

Biocontrolo: antagonista Tratamento térmico
(A) por imerséo moderado (Top)
v i v A4

Lesao intensional

— r

Inoculagao direta de antagonista na lesao

| |

Amostra controlo - C Amostra A Amostra A, Amostra Top x A

v v v

Inoculagdo com Cladosporium sp. (10° conideos.mL")

R L L - L L L T T L L R L L L L LT
[

v v y
Armagenagem

< Inoculag&o com Cladosporium sp. (l-\plicac;éo biocontrolo (A); tratramento térmico moderado (Top) < Agrupamento de frutos em blocos casualizados

(60 dias; 7 °C)

Figura 12 — Diagrama do delineamento experimental para a avaliacdo dos efeitos da integracao de
tratamentos — biocontrolo e térmico moderado na incidéncia da podriddo de pera Rocha em
condicdes de armazenamento simuladas.

4.3.2 Resultados e discussao

Incidéncia da podridéo visivel

Nas figuras 13 e 14 sdo apresentadas, respetivamente, as incidéncias de podridéo visivel

(%) causadas por Cladosporium sp. e por outros fungos, relativas as amostras submetidas
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ao tratamento com antagonista (aplicacdo por imerséo e localizada, A, e A, respetivamente)
e a integracdo da aplicacao de calor e antagonista (Top x A) face a amostras de peras nédo
tratadas e submetidas a infecéo intencional (controlo — C) durante a armazenagem (60 dias,
7 °C).
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Figura 13 — Efeito da aplicacéo de tratamentos pds-colheita (controlo — C vs A, AL e Top x A) na
incidéncia da podriddo visivel de frutos de pera Rocha causada por Cladosporium sp., durante 60
dias de armazenagem (7 °C). Bandas de variacdo correspondem aos intervalos de confianca a 95%.
Letras diferentes revelam diferencas significativas a 0,95 (Teste LSD).
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Figura 14 — Efeito da aplicacdo de tratamentos pds-colheita (controlo — C vs A, AL e Top X A)
na incidéncia da podridao visivel de frutos de pera Rocha causada por outros fungos, durante
60 dias de armazenagem (7 °C). Bandas de variacdo correspondem aos intervalos de
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confianca a 95%. Letras diferentes revelam diferencas significativas a 0,95 (Teste LSD).

Os frutos submetidos ao antagonista Blossom Protect™, aplicacdo singular por imersao (A)
e por inoculacdo direta na lesdo (AL) apresentaram no 60° dia, valores de incidéncia de
podridao visivel inferior a 3%, sem diferencas (p<0,05) face ao controlo (C). A acdo de A in
vivo ndo demonstrou eficiéncia, ao contrario do que se verificou nas condi¢ges in vitro
(ponto 4.2).

A auséncia de efeito de A quando da passagem as condi¢cdes in vivo foi igualmente
verificado noutros estudos (Spadaro et al.,, 2004; Nunes, 2011) sendo justificada por
diversas razdes, tais como, a complexidade dos mecanismos de inibicdo envolvidos, a
alteracdo das condicbes de temperatura impostas na armazenagem e tempo insuficiente
para uma adequada adesdo do antagonista aos tecidos do fruto. Acresce ainda que as

formulacdes comerciais podem perder atividade designadamente as misturas liofilizadas.

Da identificacdo morfoldgica realizada constatou-se que Penicillium expansum foi o agente
patogénico responsavel pelas podridées dos frutos cuja incidéncia é apresentada na figura
14.

Nas amostras A, AL e C o aparecimento de podridées causadas por Penicillium expansum,
verificou-se ao fim de 45 dias, sem diferencas (p>0,05) entre si (28, 19 e 19%,
respetivamente). Ao fim de 60 dias as amostras A. denotaram um aumento (p<0,05) na
incidéncia de Penicillium expansum (de 28 para 42%) verificando-se nas restantes amostras
(A e C) a manutencdo (p>0,05) dos mesmos niveis de contaminagdo (22 e 28%,

respetivamente), sem diferencas significativas entre si.

Estes resultados demonstram a auséncia de efeito singular do Blossom Protect™ no
controlo da podridao da pera Rocha, independentemente da forma como foi aplicado (A, Av)
e do agente patogénico — Cladosporium sp. e / ou Penicillium expansum, apesar de ser um

antagonista de largo espectro.

Esta situacao foi verificada noutros trabalhos (Huang et al., 1995; Robiglio et al., 2011). Os
autores referem que em frutos de pera e laranja, utilizando o antagonista Aureobasidium
pullulans e Pseudomonas glathei, a ineficiéncia da respetiva aplicacdo singular prende-se
com o insucesso da adesdo do agente antagonista antes da inoculagdo do patogénico (no
minimo 10 horas de intervalo entre aplicacdes) e com a capacidade de desenvolvimento da

estirpe a baixa temperatura (condi¢cdes habituais de armazenagem).

Os frutos de pera Rocha submetidos a integracdo (Top x A) demonstraram auséncia de

podriddes visiveis até 45° dia (figuras 13 e 14), independentemente do agente patogénico
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envolvido (Cladosporium sp. e Penicilium expansum). No entanto, estas amostras
verificaram uma incidéncia de 11% de podriddo causada por Cladosporium sp. no 60° dia,
superior (p<0,05) a verificada nas amostras A, e C (de 3%).

Por outro lado, nestas amostras (Top x A) (figura 14) os niveis de contaminacdo causada
por Penicillium expansum ao 60° dia (8%) foram significativamente inferiores aos verificados
nas restantes amostras (C, A e A, respetivamente de 28, 42 e 22%). Assim a integragcao
Top X A mostrou ser efetiva no controlo do aparecimento de podriddo causada por

Penicillium expansum e sem efeito no desenvolvimento do Cladosporium sp..

A prevaléncia das podriddes causada por Penicillium expansum verificada em todo o tipo de
amostras perante a contaminagdo intencional com Cladosporium sp. imposta nas condigées
testadas revela a incapacidade deste patogénico dominar a microbiota epifita na pera

Rocha.

A diminuicao significativa da microbiota atribuida aos efeitos do Top revelou-se determinante
no controlo do aparecimento de podriddes. Zhang et al. (2007) obtiveram resultados
similares na aplicagdo singular do tratamento térmico no controlo de podriddo causado por

Rhizopus em péssegos.

Registos fotograficos

Os registos fotograficos das amostras ao longo da armazenagem constam no Anexo A.
Destes selecionaram-se dois exemplos para demonstrar as diferencas manifestadas pelo
tipo de podriddo causadas por Cladosporium sp. (a) e Penicillium expansum (b) em pera
Rocha (figura 14).

Figura 15 — Podriddo causada por a) Cladosporium spp. e b) Penicillium expansum, respetivamente,
em frutos de pera Rocha.

Na caracterizagédo da infecdo por Cladosporium sp (amostra A, no 45° dia) verificou-se que
os tecidos infetados apresentaram uma zona circular com acentuado escurecimento e com
auséncia de exsudacdo. Apés o corte do fruto foi ainda possivel observar a formacéo de

uma esfera preta com textura compacta. Os tecidos infetados por Penicillium expansum
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desenvolvem podrid6es hiumidas, de cor ligeiramente acastanhada e de contorno regular
(Sousa et al., 2005).

4.3.3 Concluséo

O controlo verificado da podriddo causada por Penicillium em pera Rocha na integracéo de
tratamentos (amostras Top x A) nas condi¢cdes testadas, em contrataste com a ineficiéncia
dos tratamentos com antagonista (independentemente do tipo de aplicacdo), sugere que 0s
efeitos sejam apenas da responsabilidade do tratamento térmico. Por outro lado, e ao
contrario do previsto, assistiu-se a uma alteracdo do agente patogénico durante a
armazenagem pos-colheita em que o desenvolvimento de Penicillium prevaleceu sobre
Cladosporium sp. identificado como dominante na microbiota do fruto p6s colheita (ponto
4.1).
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4.4 Efeitos da integracdo de tratamentos — biocontrolo e térmico moderado
na qualidade de pera Rocha em condi¢cdes simuladas de armazenagem
4.4.1 Objetivos e Delineamento experimental
Avaliar a eficicia da integracdo do antagonista comercial (A) com o tratamento térmico
moderado (Top) no controlo da qualidade do fruto, independentemente da microbiota

responsavel pela podriddo.

Para cumprir 0 objetivo proposto constituiram-se quatro tipos de amostras (do tipo fatorial
completa) (tabela 6), preparadas em duas etapas (agrupamento de frutos em blocos

casualizados e aplicacdo dos tratamentos propostos) tal como se apresenta na figura 16.

Tabela 6 — Identificagéo das amostras.

Tipo de amostra Id amostra
Peras sem tratamento C

Peras submetidas a antagonista aplicado por mergulho TA

Peras submetidas a tratamento térmico moderado Top

Peras submetidas a integracdo de tratamentos A e Top Top x A

Para a constituicdo aleatdria dos sub-lotes procedeu-se a selecao visual a partir de 15 kg de
pera Rocha, segundo os critérios descritos no procedimento 3.1. A aplicacdo de A de Top e
da respetiva integragdo (Top x A), realizou-se em conformidade com o0s procedimentos
descritos (3.4.2), dando origem a 4 tipos de amostras. As mesmas foram armazenadas em
condigbes de refrigeracdo (7 °C, camara Cryocell) tendo nos dias 0, 15, 45 e 60 de
armazenagem sido avaliados os seguintes atributos: cor CIELab (carepa e polpa), pH, TSS
(°Brix), firmeza, perda de massa (%), analise sensorial informal, incidéncia de podridéo (%)
e, no dia 0 foram ainda efetuadas as contagens microbioldgicas dos grupos de bolores e

leveduras.
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Efeitos da integracéo de tratamentos — biocontrolo e térmico moderado na qualidade de pera Rocha em condigbes
de armazenamento simuladas

Lote de frutos

. JE 30 vi " .
(15 kg: Calibre 65/75 mm) Seleg&o visual > Frutos com lesdo/podriddes

l

‘ Divisdo em 4 sub-lotes

24 frutos 24 frutos 24 frutos 24 frutos

Tratamento térmico moderado (Top)

A 4 A 4

Biocontrolo: antagonista (A) por imersao

v v v

Amostra controlo - C Amostra Top Amostra Top x A Amostra TA

.......... N OO U N

| , .

Armagenagem

<i\p| icagdo biocontrolo (A); tratramento térmico moderado (Top) < Agrupamento de frutos em blocos casualizados

(60 dias; 7 °C)

Figura 16 - Diagrama do delineamento experimental para a avaliagdo dos efeitos da integracdo de
tratamentos - biocontrolo e térmico moderado na qualidade de pera Rocha em condi¢cSes de
armazenamento simuladas.

4.4.2 Resultados e discussao

Os resultados da caraterizacao fisico-quimica, sensorial e microbiol6gica sdo apresentados
nas tabelas B1 e B2, constantes do Anexo B.

Indicadores de maturacdo pos-colheita

TSS e pH

Na tabela 7 sédo apresentados os valores médios (+ DP) do teor de sélidos soltveis (TSS) e

de pH relativos as amostras em avaliagédo durante a armazenagem (60 dias, 7 °C).
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Os valores de TSS entre amostras e ao longo de 60 dias apresentaram diferencas néo

significativas (p>0,05), refletindo um comportamento de manutencdo face aos valores

iniciais situados na gama 11,49 + 0,99 °Brix.

A manutencéo dos valores iniciais de pH foi igualmente constatada entre amostras e durante

a armazenagem, na gama de variacdo 4,7

0,2 unidades. A Unica exce¢do a este

comportamento verificou-se na diferenca (p<0,05) assinalada entre as amostras TA e

Top x A ao fim de 60 e 45 dias, respetivamente com uma variacdo de 0,5 unidades de pH,

cujo significado fisiolégico €, no entanto, inexpressivo.

Tabela 7 - Registos médios relativos a TSS e pH durante 60 dias de armazenagem (7 °C).

Id amostra Armazenagem TSS (°Brix) pH
0 10,92+ 0,3 4,6% +0,2
c 15 11,92+ 0,5 4,8% +0,1
45 11,52+£0,2 4,5% +0,1
60 11,92+ 0,4 4,7% +0,1
0 11,32+£1,2 4,5% + 0,2
15 11,92+ 0,4 4,73 + 0,2
TA
45 13,02+ 0,8 4,7 + 0,4
60 12,02+1,5 4,9°+0,1
0 12,02 £ 0,7 4,8 +0,1
15 11,92+ 0,5 4,6% + 0,2
Top
45 11,62+£1,2 4,63 +0,1
60 1342 +1,1 4,5% +0,2
0 11,82+15 4,8 +0,1
15 11,82+1,7 4,9 + 0,2
Top x A
45 12,32+ 1,2 4,42+0,1
60 12,42+ 0,9 4,5% +0,1

Os valores correspondem as médias (+ desvio padrao). Na mesma coluna, valores médios com letras
iguais ndo apresentam diferencas significativas a 0,95% de confianca (Teste de Tukey).

45



Cor

Na figura 17 e 18 sdo apresentadas os resultados da tonalidade da carepa (Hue) e do indice
de escurecimento da polpa (WI) das amostras em avaliagdo durante a armazenagem (60
dias, 7 °C).

104
105} [102%102°
100%P°

QGCd 96bcd
gscde 95°de

100

95

Hue

90

85

80

45
Armazenagem (dias, 7 °C)
Wl Cc ETA E Top;, EH TopxA

o

Figura 17 - Efeito da aplicacéo de tratamentos pés-colheita (controlo — C vs TA, Top, e Top x A) nos
valores de tonalidade da carepa dos frutos, durante 60 dias de armazenagem (7 °C). Bandas de
variacdo correspondem aos intervalos de confianca a 95%. Letras diferentes revelam diferencas
significativas a 95% (Teste Tukey).
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15 45
Armazenagem (dias, 7 °C)
HWc =T1A = Top; Top XA

Figura 18 - Efeito da aplicacéo de tratamentos pés-colheita (controlo — C vs TA, Top, € Top X A) nos
valores de WI da polpa dos frutos, durante 60 dias de armazenagem (7 °C). Bandas de variacdo
correspondem aos intervalos de confianca a 95%. Letras diferentes revelam diferencas significativas
a 95% (Teste Tukey).
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A diminuicéo significativa (p<0,05) dos valores médios de °h (decréscimo de ca 15% face ao
dia 0) (figura 17), traduz a variagdo da tonalidade dos frutos de verde para amarelo
acastanhado a semelhanca do que acontece durante as fases finais do processo de
maturacdo pos-colheita. Por outro lado, em todas as datas avaliadas ndo se verificaram
diferencas significativas da tonalidade, entre amostras, com excec¢ao do 60° dia em que a
amostra Top revelou, sem justificacdo aparente, valores de Hue inferiores (p<0,05) face as

restantes.

Conclui-se, em termos gerais, que o0 comportamento das amostras traduz a independéncia
das variacbes da tonalidade face aos tratamentos em estudo, mostrando apenas ser
influenciadas pelo tempo de armazenagem. No entanto o escurecimento da polpa do fruto
traduzido pelas variagdes de WI mantem os valores iniciais (74,73 = 0,61), sem diferengas
significativas independentemente do tipo de amostras e do periodo de armazenagem (figura
18). A este comportamento € assinalada uma excec¢ao que se refere as amostras Top no 60°
dia, em que os niveis de escurecimentos se revelaram superiores (p<0,05) face as

restantes.

Firmeza

Na figura 19 séo apresentados os valores de firmeza (pico de forca maxima, N) relativos as

amostras testadas durante a armazenagem (60 dias, 7 °C).

d
106% 19,900

12 ’
9,9%¢ 10,1°

10

e}

Firmeza (N)

82 2,8 29 29* 282

2,8
gi

45

Armazenagem (dias, 7 °C)
HWc =T1A = Top; Top XA

Figura 19 - Efeito da aplicac@o de tratamentos pos-colheita (controlo — C vs TA, Top,e Top x A) nos
valores de firmeza, durante 60 dias de armazenagem (7 °C). Bandas de variacdo correspondem aos
intervalos de confianca a 95%. Letras diferentes revelam diferencas significativas a 95% (Teste
Tukey).

A diminuicdo significativa (p<0,05) nos valores médios de firmeza de todas as amostras

ocorreu a partir do 15° dia (figura 19), sem variagcfes adicionais significativas na restante
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armazenagem. O decréscimo de ca 80% contabilizado durante 45 dias traduz um excessivo

amolecimento da polpa do fruto.

Perda de massa

Na figura 20, apresentam-se os valores de perda de massa verificados nas amostras em
avaliacao durante a armazenagem (60 dias, 7 °C).

10

716 7,1° %

Perda de massa (%)

15

Armazenagem (dias, 7 °C)
Hc =T1A = Top; Top XA

Figura 20 - Efeito da aplicacéo de tratamentos pés-colheita (controlo — C vs TA, Top, e Top x A) nos
valores de perda de massa, durante 60 dias de armazenagem (7 °C). Bandas de variacdo
correspondem aos intervalos de confianca a 95%. Letras diferentes revelam diferencas significativas
a 95% (Teste Tukey).

Da figura 20 constata-se que o0 aumento das perdas de massa € significativo (p<0,05) em
todas as datas testadas, sem diferencas (p<0,05) entre amostras. Neste sentido, a perda de

massa foi apenas dependente do periodo de armazenagem.

A perda de massa ao fim de 60 dias nas condi¢Bes testadas (7 °C), de ca de 10% é
consideravelmente superior em comparag¢do com valores de ca de 3,8% contabilizados para
0 mesmo fruto ao fim de 4 meses (0 a 1 °C) (Mitcham e Monzon, sd.). Esta discrepancia
podera ser justificada pela alteracdo das condi¢cdes de armazenagem testadas no que se
refere ao valor da temperatura situar-se muito acima do valor normalmente utilizado no

armazenamento pos-colheita de pera Rocha (préximo do 0 °C).

Anédlise sensorial informal

Na figura 21 apresentam-se as classificacdes sensoriais (cor, firmeza e apreciagédo global,
respetivamente) para as diferentes amostras durante a armazenagem (60 dias, 7 °C), tendo

em conta uma classificagdo de 3 como limiar de aceitagéo.
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Figura 21 - Analise sensorial dos atributos cor, firmeza e apreciagdo global (C, TA, Top e TopxA)
durante 60 dias de armazenagem (7 °C). Bandas de variagcdo correspondem aos intervalos de
confiancas a 95%. Escala de cor: 1-Verde, 2- Moderadamente verde, 3- Ligeiramente amarelo, 4- Amarelo, 5-
Amarelo escuro. Escala de firmeza: 1- Muito firme, 2- Firme, 3- Moderadamente firme, 4- Mole, 5- Muito mole.
Escala hedonica de apreciacdo global: 1- Muito bom, 2-Bom, 3- Suficiente (limite da aceitabilidade — linha
vermelha), 4- Mau, 5- Muito mau.
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Da andlise das figuras 21 é possivel constatar que, para todas as amostras, os atributos
sensoriais sdo mantidos até ao 15° dia, seguindo-se uma continua depreciacdo de cor e
firmeza no restante periodo. Estas variagdes determinam logo a partir do 45° dia a rejei¢éo
sensorial das amostras independentemente dos tratamentos testados. A depreciacdo dos
atributos analisados verificada ao fim de 45 dias pode ser explicada pelas condi¢cbes de
armazenagem em estudo favorecer os processos de maturacao fisiolégica, conduzindo a
uma rapida degradacdo da clorofila e amolecimento da polpa dos frutos e promover a
deterioracdo com origem microbiolégica. Assim, conclui-se que a aplicacdo, singular ou
combinada, dos tratamentos em teste ndo influenciou a evolucéo do perfil sensorial durante

a armazenagem.

Indicadores microbiolégicos
Contagens bolores e leveduras

Na figura 22 apresentam-se as contagens iniciais de bolores e leveduras (dia 0) para as
amostras em estudo verificando-se que as contagens relativas ao grupo de bolores foi para

todas as amostras semelhante (p>0,05) ao grupo de leveduras.

Logsoufc.g?

<10 ufc.g?
<10 ufc.g™*

C TA Top
Id_amostra
Bolores; Leveduras

Figura 22 - Efeito da aplicacdo de tratamentos pés-colheita (controlo — C vs TA, Top, € Top X A) nas
contagens de bolores e leveduras. Bandas de variacdo correspondem aos intervalos de confianca a
95%. Letras diferentes revelam diferencas significativas a 95% (Teste Tukey).

Da figura 22 constata-se que o tratamento térmico (Top) conduziu a uma reducdo
significativa da contaminacao inicial em ca de 99,9% para o grupo de bolores e leveduras.
Nas amostras Top x A verificaram-se reducdes significativas de ca de 1,8 ciclos Log para
ambos 0s grupos microbiolégicos. Contrariamente ao esperado, a adicdo de 7 x 108 ufc.g?
de levedura (Blossom Protect™) ndo alterou logo ao dia 0 as contagens iniciais para o grupo

em causa pelos motivos referidos anteriormente.
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Incidéncia de podridao visivel

A incidéncia de podriddo visivel (%) contabilizada (tabela 8) apresentou variacdes

significativas em fun¢ao dos tratamentos e do periodo de armazenagem (60 dias, 7 °C).

As amostras Top evidenciaram a auséncia de podriddes visiveis durante o periodo total
ensaiado, 0 que na comparacdo com as amostras sem tratamento (C) demonstra efeitos
significativos deste na prevencéo da incidéncia de podridao, a partir do dia 15.

O mesmo tipo de comparacao revela que a incidéncia de podriddo nos frutos com aplicacao
de antagonista (efeito singular ou combinado com o tratamento térmico) ndo revela efeitos
de controlo microbiano, tendo-se mesmo verificado uma antecipacdo deste incidente nas

amostras Top x A (15° dia).

Tabela 8 - Registos dos valores percentuais médios de incidéncia de podridao visivel em frutos,
avaliados durante 60 dias de armazenagem (7 °C).

Incidéncia de

Id amostra Armazenagem podridao (%)

0 0
15 0
C
45 67
60 67
0
15
TA
45 17
60 67
0 0
15 0
Top
45 0
60 0
0 0
15 17
Top x A
45 34
60 34

Os valores correspondem as médias cumulativas.

Analise de componentes principais (PCA)

Na andlise de cluster e de componentes principais, optou-se por incluir os seguintes

atributos: perda de massa (PM), a incidéncia de podriddo visivel (I) e as classificacdes
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sensoriais (cor (Cor_S), firmeza (F_S) e apreciagéo global (A_S)), excluindo os resultados

instrumentais da cor e da textura.

Esta opcéo baseou-se no facto das classificacdes sensoriais (cor e firmeza) apresentarem
elevadas correlacbes com resultados instrumentais correspondentes (0,65 e 0,94,
respetivamente) permitindo ainda a introducéo do juizo da apreciagédo global importante na
definicdo do limiar de aceitagdo das amostras.

Na figura 23 apresenta-se o dendrograma resultante da analise de cluster onde se verifica
(para uma distancia euclidiana de 2) a constituicdo de quatro grupos (A, B, C e D),
evidenciando que a separacdo das amostras foi fortemente influenciada pelo tempo de
armazenagem. Assim, no grupo D incluem-se amostras relativas as datas iniciais (0 e 15
dias) e nos restantes (A, B e C) sao incluidas amostras relativas as datas subsequentes,
independentemente dos tratamentos a que se sujeitaram. Tendo em conta que no grupo D
sdo incluidas as amostras do dia 0 infere-se que 0 mesmo representa niveis de qualidade

em fresco.

Nos grupos B e C sé@o incluidas amostras independentemente do tratamento aplicado
evidenciando que a qualidade das mesmas nao foi determinada pela natureza do
tratamento. Contrariamente no grupo A onde s&o incluidas amostras sujeitas
exclusivamente ao Top singular, independentemente do tempo de armazenagem, indiciando

que a aplicacdo do mesmo introduz efeitos distintivos na respetiva qualidade.

Linkage Distance

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

L[] AR RGE et

Top60  TopxA60 TA45 C60 TopxA15 TA15 Top0 TAO
Topd5  TopxAd5  TA60 c45 Top15 ci15 TopxAO co

Figura 23 - Dendrograma resultante da andlise de cluster aos pardmetros em estudo durante a
armazenagem.

De forma a obter a visdo global da qualidade de pera Rocha no periodo de armazenagem
pés-colheita, foi realizada a analise de componentes principais, apresentando-se nas figuras
24 e 25 o diagrama do circulo de correlacéo e score plot, respetivamente. Na figura 24 esta

representada a projecao dos atributos no plano dos componentes principais 1 e 2.
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Figura 24 - Diagrama do circulo de correlagédo (loading plot) entre os componentes principais 1 e 2
obtidos a partir dos dados selecionados.

Em cada componente principal foram considerados como importantes e com forte
contribuicdo discriminativa os atributos que apresentaram correlagéo (r) igual ou superior a
0,73 em valor absoluto. A componente 1 explica quase na totalidade a variancia do modelo
(85,6%) incluindo os atributos Cor_S, F_S, A_S, | e PM (-0,929, -0,983, -0,988, -0,733, -
0,937, respetivamente).

A proximidade entre os vetores A_S, F_S, cor_S e PM e 0 maior afastamento relativo destes
ao vetor | mostra que as variacdes de cor, textura e perda de massa sdo mais significativos
na apreciagdo global do que da incidéncia a podrid&o.
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Figura 25 - Diagrama de correlacdo (loading plot) entre os componentes principais 1 e 2 obtidos a
partir dos dados selecionados.

A figura 25 mostra o posicionamento das amostras no circulo de correlagfes. Nesta figura

distinguem-se quatro grupos (A, B, C e D), tal como verificado na figura 23.
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O grupo D inclui todas as amostras nas fases iniciais de armazenagem (0 e 15 dias) com
niveis de aceitacdo sensorial (qualidade proxima a inicial), independentemente do
tratamento aplicado. De facto, o posicionamento das mesmas no diagrama declara

variagdes de cor, firmeza e perda de massa minimas.

No grupo C infere-se pelo respetivo posicionamento que a aceitacdo sensorial foi
determinada pela incidéncia a podriddo, a incluir amostras submetidas a tratamento com

antagonista (A) e sem tratamento (C).

O posicionamento dos grupos A e B demonstra que a apreciacao das respetivas amostras é
fortemente influenciada pelas variagfes de cor, firmeza e perda de massa. O afastamento
do grupo A (relativo aos vetores A_S, F_S, cor_S e PM) inclui apenas amostras submetidas
ao Top sugerindo nestas variagdes menores nos atributos testados ainda que com niveis de

rejeicao sensorial.

4.4.3 Concluséo

A alteracdo da qualidade de pera Rocha nas condi¢des testadas (elevagdo da temperatura
de armazenagem face a condicdo real (7 vs 0 °C) decorreu na dependéncia, quase
exclusiva, do periodo de armazenagem. A consequente promocdo dos fendmenos de
amadurecimento pos-colheita do fruto, de cariz fisiolégico - perda de massa acentuada,
escurecimento e amolecimentos excessivos, ndo foi influenciada pela natureza dos
tratamentos aplicados durante o periodo total da armazenagem. No entanto, o Top singular
demonstrou efeitos de prevencdo na incidéncia da podriddo nas datas mais avancadas,
onde, mais uma vez, a integracdo com A ndo acresceu qualquer beneficio. Este
comportamento, aliado ao conhecido padrdo climatérico da pera Rocha, sugere que as
alteracdes fisiolégicas deste fruto antecedem a ocorréncia das podriddes com origem
microbiana. Para estimar o prolongamento do periodo pés-colheita de pera Rocha, os
efeitos do tratamento térmico (40 °C / 40 min, aplicacdo singular) carecem de ser
reavaliados em condicdes reais de armazenagem (0 °C), por forma a poder validar a agéo
deste tratamento no controlo da podriddo, bem como avaliar os eventuais efeitos no

retardamento dos fendbmenos de amadurecimento do fruto.
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4.5 Efeitos dos tratamentos selecionados no processamento alimentar —
polpas de frutos de pera Rocha
4.5.1 Objetivo e Delineamento experimental
Avaliar a introducdo do tratamento térmico moderado (Top; 40 °C / 40 min) numa linha
de processamento de polpa de pera Rocha, enquanto alternativa tecnolégica néo
quimica a operacdo de descontaminacdo parcial da matéria-prima que na pratica
industrial corrente é realizada através da lavagem dos frutos com hipoclorito de sdédio

(100 ppm cloro livre, pH 6).

Para cumprir os objetivos propostos foram constituidos sete tipos de amostras: amostras de
frutos e amostras de polpa (tabela 9 e figura 26). As amostras de frutos compreenderam
frutos submetidos a Top (Id. Top), a hipoclorito de sdédio (Id. HIPO) e sem qualquer
tratamento (Id. Ctr). Para as polpas estabeleceu-se o delineamento do tipo fatorial completo
considerando como variaveis independentes o tipo de tratamento dos frutos (Top vs HIPO),
e a pasteurizagdo (com e sem) originando quatro tipos de amostras identificadas como:
P_Top_p, P_HIPO_p e P_Top, P_HIPO (com e sem pasteurizacéo, respetivamente).

O tratamento dos frutos submetidos ao Top cumpriu o procedimento descrito em 3.4.1. A
descontaminacao com hipoclorito de sddio foi realizada mediante a imersédo dos frutos em
solucdes aquosas deste agente (100 ppm cloro livre, 1 min, acidificado com acido citrico
para pH 6) seguindo-se a enxaguagem e secagem (papel absorvente).

A preparacéo das polpas (1,2 kg) compreendeu a homogeneizacgdo dos frutos descascados
e cortados em quartos (Robot Termomix durante 1 min) e a respetiva embalagem em sacos
de polietileno de baixa densidade e termo-soldados, aptos para o uso alimentar. Foram
constituidos 12 sacos por tipo de polpa (descontaminados por Top e por HIPO) metade dos
quais foram de imediato armazenados (5 °C, Fitoclima modelo S 600 Pharma) e os
restantes foram pasteurizados através da imersdo das embalagens em banho de agua
termostatizado (95 °C / 10 min), e arrefecidos em banhos de gelo fundente e armazenados
(5 °C).

A avaliagdo das amostras face aos seguintes atributos: Cor CIELab (polpa), pH, TSS, prova
sensorial informal e, contagem de microrganismos a 30 °C e de bolores e leveduras foi

realizada no dia seguinte ao processamento.

Tabela 9- Identificac&o dos tipos de amostras constituidos e respetivos efeitos.
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Id_amostra Tratamentos Efeitos
ctr Pera Rocha
p Roch q taminad Efeitos dos tratamentos de
Top tera_ Of a escontaminada - yescontaminagdo parcial (Top e
ermicamente HIPO) na qualidade dos frutos
HIPO Pera Rocha descontaminada com P&'@ processamento
HIPO
Polpa nao pasteurizada de Pera
P_Top Rocha a partr de frutos
descontaminados termicamente
b1 Polpa de Pera Rocha pasteurizada
_lop_p i i
taerﬁrggn?:nfgums descontaminados Efeitos dos tratamentos de
descontaminacdo parcial (Top e
Polpa de Pera Rocha nao H&Z%a di: dii glas;gunzagao na
P_HIPO pasteurizada a partir de frutos q polp
descontaminados com HIPO
Polpa de Pera Rocha pasteurizada
P_HIPO p

a partir de frutos descontaminados
com HIPO

sédio, P — polpa e p - pasteurizacao).

Top — tratamento térmico moderado (40 °C / 40 min); HIPO — descontaminacdo com hipoclorito de
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Efeitos dos tratamentos selecionados no processamento alimentar — polpas de frutos
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Figura 26 - Diagrama do delineamento experimental para a avaliacdo o efeito dos tratamentos
selecionados no processamento alimentar — polpas de frutos.

45.2 Resultados e discussao
pHe TSS

Na tabela 10 constam os valores médios de pH e do teor de sélidos sollveis (TSS) relativos
as amostras de frutos (Ctr, HIPO e Top) e amostras de polpas (P_HIPO, P_HIPO _p, P_Top
e P_Top_p).
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Tabela 10 - Resultados médios (+ DP) de pH e TSS dos diferentes tipos de amostras.

Identificagao

Tipo de amostras de amostras pH TSS
Ctr 4,72+ 0,0 12,322+ 0,2
Frutos HIPO 4,8°+0,0 12,12+ 0,2
Top 4,73+ 0,1 12,6°+0,2
P_HIPO 474+0,1 11,3*+0,2
Polpas P_HIPO p 4,6°+0,1 11,42+ 0,1
P_Top 4,6°+0,1 11,12+ 0,1
P_Top_p 4,6+ 0,0 11,12+ 0,2

Na mesma coluna, letras diferentes representam diferencgas significativas para p=0,05 (teste Tukey).

Nas amostras de frutos submetidos ao tratamento com HIPO verificou-se um ligeiro
aumento no valor de pH, de 0,1 unidade, assinalado como significativo face aos frutos sem
tratamento (Ctr). No entanto, esta variacdo ndo representa qualquer significado pratico e
pode assumir-se a manutencdo do valor inicial de pH, tal como verificado com as amostras

Top.

Os valores de TSS das amostras de frutos tratadas com HIPO e Top apresentam diferencas
(p<0,05) entre si, mas sem alteracdes significativas face as amostras Ctr (p>0,05). As
variagbes maximas registadas para ambas as amostras sdo, no entanto, muito pequenas

(0,5 °Brix), ndo traduzindo significado fisiologico relevante.

Os valores de pH das polpas sdo muito semelhantes em comparacdo com o0s valores
registados nos frutos (variagdo maxima de 0,1 unidade), independentemente do tratamento
aplicado (HIPO e Top). No entanto, verificou-se uma diminuicdo do valor médio de TSS, de
0,8 °Brix e de 1,5 °Brix nas amostras P_HIPO e P_Top, respetivamente, face aos valores
registados nos frutos antes do processamento. Este facto pode ser atribuido ao consumo de

acucares, disponibilizados pelo corte das células, no desenvolvimento microbiano.

O efeito da pasteurizagdo (p) ndo alterou (p>0,05) de forma significativa os valores de pH e

de TSS das polpas em comparacao (P_HIPO e P_Top).

Cor CIELab
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Na tabela 11 constam os valores médios do indice de escurecimento (WI), os resultados da

apreciacao visual e os registos fotograficos relativos as amostras de frutos (Ctr, HIPO e Top)
e de polpas (P_HIPO, P_HIPO_p, P_Top e P_Top_p).

Tabela 11 - Resultados do indice de escurecimento WI (médias + DP), da avalia¢éo visual e registos
fotograficos para os diferentes tipos de amostras.

Tipo de Identificagdo de Wi Avaliacao Registos
amostras amostras visual* fotogréficos
Ctr 73,62+ 2,1
Sem diferencas
Frutos HIPO 71,52+ 2,7 o
percetiveis
Top 64,0°+ 2,2
P_HIPO 29,94+ 0,8
P_HIPO p 31,18+ 00 Sem diferengas
percetiveis e com
Polpas niveis de
apreciacao ao
A
P_Top 29,97+ 0,6 nivel da rejeicao
P_Top_p 31,78+ 0,7

Na mesma coluna, letras diferentes representam diferencas significativas para p=0,05 (teste Tukey).
*Prova sensorial informal.

Tal como se mostra na tabela 11, as alteracdes da cor entre amostras de frutos (HIPO, Top
e Ctr) ndo sao visualmente distinguidas. No entanto, a avaliacdo instrumental através do

parametro WI assinalou diferengas (p<0,05) entre as amostras Top face as Citr
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(64,0 £ 2,2 vs 73,6 = 2,1, respectivamente), traduzindo nas mesmas valores que refletem um

maior escurecimento.

ApOs processamento, e ao fim de 24h, verificou-se um escurecimento acentuado das polpas
com niveis de rejeicAo sensorial, tal como se pode constatar através dos registos
fotogréficos (cor dos frutos vs cor de polpas). O fendmeno de escurecimento € atribuido as
reacOes enzimaticas promovidas pela polifenoloxidase (PPO) e que decorrem rapidamente
apos a disrupcdo celular pela maior acessibilidade da enzima aos substratos fendlicos e ao
oxigénio criada nessa situacdo. Em termos de WI, esta alteracdo da cor traduziu-se na
reducao expressiva dos valores iniciais, em cerca de 42 a 47%, para as amostras P_HIPO e

P_Top, respetivamente.

O efeito da pasteurizagdo das polpas, independentemente do tratamento aplicado aos frutos
(HIPO e Top), nao foi visualmente percetivel na distingdo da cor entre amostras. No entanto,
a avaliacdo objetiva refletiu diferencas (p<0,05) visto que o WI das polpas pasteurizadas
revelou-se superior face as ndo pasteurizadas, significando um menor escurecimento das

primeiras.

O comportamento anterior revela que o fendmeno de inativacdo térmica da PPO foi
insuficiente, isto €, que as condi¢des de pasteurizacdo testadas ndo permitiram alcancar os
niveis de inibicao da atividade da PPO necessarios para a estabilidade do produto (ca 90%).
A elevada termoresisténcia da PPO ¢é conhecida e dependente de muitos fatores entre os
guais o tipo de fruto. Por outro lado, a inativacdo enzimatica pelo calor € mais dependente
da temperatura do que da duracdo do tratamento (Awuah et al., 2007). Contudo,
imediatamente apos tratamento térmico foi possivel verificar efeito de retencao da cor das
polpas, embora este ndo tenha sido suficiente para prolongar a estabilidade oxidativa até 24
horas. De facto, no estudo efetuado em polpa de anona, Bora et al. (2004) verificaram que
para se alcancar valores de inativagdo PPO superior a 90% foram necessarios tratamentos

térmicos de 95 °C / 6 segundos.

Contagens microbioldgicas

O efeito de descontaminacdo parcial dos frutos em funcdo tratamentos em analise

(contagens de microrganismos a 30 °C e bolores e leveduras) é apresentado na figura 27.
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Figura 27 - Efeito dos tratamentos de descontaminacdo parcial HIPO e Top no teor de a)
microrganismos a 30 °C e b) bolores e leveduras nos frutos de pera Rocha. Bandas de variagéo
correspondem aos intervalos de confianca a 95%. Letras diferentes revelam diferencas significativas
a 95% (Teste Tukey).

A contaminacao inicial dos frutos de pera Rocha foi de 4,6 x 102 ufc.g™® de microrganismos a
30°C e de 3,6 x10%ufc.g? para B&L, refletindo teores semelhantes ao referido por
Figueiredo (2012).

O Top aplicado nos frutos inteiros conduziu a uma reducao significativa da contaminagéo
inicial de 38,8 e 99,9%, para os grupos micro a 30 °C e B&L, respetivamente. A lavagem dos
frutos com HIPO nao alterou o nivel de contaminag¢do inicial no que respeita aos
microrganismos a 30 °C mas reduziu de forma significativa as contagens de B&L em cerca
de 76,0%.

Na figura 28 apresentam-se as contagens microbiol6gicas (microrganismos a 30 °C e

Bolores e Leveduras) relativas as polpas (P_HIPO, P_Top) com e sem pasteurizagao.
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Figura 28 - Efeito da pasteurizacdo de polpas processadas a partir de frutos com descontaminacao
parcial HIPO e Top no teor de a) microrganismos a 30 °C e b) bolores e leveduras. Bandas de
variagdo correspondem aos intervalos de confianca a 95%. Letras diferentes revelam diferencas
significativas a 95% (Teste Tukey).

A pasteurizagdo das polpas revelou-se importante na reducgéo significativa dos grupos

microbioldgicos analisados independentemente dos tratamentos aplicados nos frutos inteiros
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(HIPO e Top). O teor de microrganismos a 30 °C verificou reducdes de ca de 60% e para o
grupo de bolores e leveduras a reducéo apds pasteurizacao foi ainda mais efetiva, tendo as
amostras verificado valores inferiores a 10 ufc.gl. A termosensibilidade de bolores e
leveduras, cuja eliminacdo ocorre para valores de temperatura entre 60 e 71 °C (Costilow e
Breidt, 2004), justifica a eliminacdo deste grupo nas polpas de pera.

A eficiéncia da pasteurizacdo na eliminacdo da microbiota (com contagens e 1,5 ciclos log
ufc.g? para microrganismos. a 30 °C) mostrou ser independente da natureza dos
tratamentos aplicados aos frutos inteiros (HIPO e Top) e suficiente para garantir durante
24 h (5°C) os critérios microbiolégicos definidos para estes produtos (< 2 x 10° ufc.g

! Instrucdo Normativa n°1, de 7 de Janeiro de 200).

No estudo de desenvolvimento tecnoldgico de polpas de pera Rocha (min. 50%) em mistura
com outros hortofruticolas e de caracter acido (pH<4), Figueiredo (2012) verificou que a
pasteurizacdo de polpas (90 °C/10 min) foi eficaz na eliminagédo das formas vegetativas dos
microrganismos (com contagens de 0,5 ciclos Log ufc.g™ para microrganismos. a 30 °C apds
pasteurizacdo). Estas polpas durante a armazenagem em condi¢des de refrigeragéo (5 °C)
mantiveram durante ca de 30 dias contagens microbioldgicas abaixo dos critérios referidos.
Em comparacao com estes resultados é de esperar que as polpas de pera Rocha em estudo
alcancem mais cedo os critérios de rejeicao quer pelo caracter ndo acido (pH= 4,6) desta
polpa quer pelo nivel de contaminacdo mais levado apés pasteurizagéo (1,5 vs 0,5 ciclos

Log ufc.g? para microrganismos. a 30 °C).

4.5.3 Concluséo

O Top revela-se uma alternativa mais saudavel e ecolégica e mais eficaz do que o HIPO na
descontaminacédo parcial da matéria-prima em particular no que se refere a eliminagcéo de
B&L sem prejuizo das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos frutos. No entanto
este tratamento ndo contribuiu para reduzir a suscetibilidade ao escurecimento das polpas
deste fruto. Acresce ainda que a estabilidade oxidativa (PPO) das polpas de pera Rocha
constitui o facto mais critico em termos da conservacdo do produto. Neste sentido o0s
resultados indicam que a otimizag&o do tratamento de pasteurizagdo (bindmio temperatura /
tempo) deva ter como primeiro objetivo a inativagdo enzimética por forma a evitar o

escurecimento excessivo observado logo ao final de 24 h (5 °C).
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5 Conclusoes Gerais




O presente estudo permite retirar algumas conclusdes que contribuem para uma melhor

percecdo e resolucdo dos problemas envolvidos na aplicacao dos tratamentos pds colheita -

biocontrolo e calor — na conservacdo de pera Rocha inteira e na aptiddo para

processamento.

Em pera Rocha proveniente do pomar caracterizou-se um nivel de contaminagéo
semelhante de ca 5x10* ufc.g! para os grupos de Bolores e Leveduras e para o
grupo de microrganismos a 30 °C, tendo o fungo patogénico Cladosporium sp. sido

identificado como prevalecente da microbiota em dois anos consecutivos.

o A microbiota assim caracterizada ndo se alterou nas duas zonas de producéo de
pera Rocha na regido do Oeste - Alcobacga e Lourinh&, consideradas importantes

enquanto locais abastecedores da central fruteira.

o A aplicagdo do fungicida Imazalil em condic¢des reais da industria, com o objetivo
de controlar podridées, ndo alterou a avaliagdo qualitativa e quantitativa da

microbiota dos frutos.

Foi verificado o potencial de antagonismo in vitro da levedura Aureobasidium
pullulans - antagonista comercial Blossom Protect™ (A) - frente ao patogénico
Cladosporium sp., com uma inibi¢cdo de ca de 80% para a concentragdo de 108 ufc.g-
1 de células viaveis. Esta situacdo nao foi alterada quando se incorporou pera Rocha

no meio de cultura.

Foi verificada a ineficacia dos efeitos do antagonista comercial Blossom Protect™
(108 ufc.g?) frente a Cladosporium sp. e Penicillium expansum nas condicdes
testados de armazenagem pés-colheita de pera Rocha (7 °C, 60 dias). Para além
das inumeras razdes que normalmente justificam a perda de efeito antagonismo in
vivo (fraca adeséo da solugéo dos agentes de biocontrolo aos tecidos do fruto e /ou
condicbes desfavoraveis de desenvolvimento a baixas temperaturas), verificou-se
gue O agente patogénico prevalecente na microbiota do fruto foi Penicillium
expansum, para o qual ndo foram estudados os efeitos de inibicdo face ao

antagonista em teste.

A integracdo de tratamentos biocontrolo (Blossom Protect™) e tratamento térmico
moderado (40 °C / 40 min) foi inviabilizada pela ineficacia dos efeitos do antagonista

comercial Blossom Protect™ nas condi¢fes testadas in vivo.
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A aplicacao de calor (40 °C / 40 min) como tratamento pés-colheita de pera Rocha,
preveniu de forma significativa (100%) a incidéncia da podriddo no fruto causada por
Penicillium expansum, em condicbes de armazenagem simuladas (7 °C, 60 dias),
perspetivando-se efeitos similares nas condi¢cdes reais de armazenagem em que a

temperatura é claramente inferior (0 °C).

o Nao ficaram esclarecidos os efeitos do tratamento térmico moderado (40 °C / 40
min) na eventual prevencdo de danos fisioldgicos (acastanhamento interno e
escalddo superficial) de pera Rocha. Assim, 0 acompanhamento das alteracdes
fisiolégicas foi consideravelmente desvirtuado perante a aceleracdo dos
fendmenos de amadurecimento pds-colheita (amolecimento excessivo em ca de
80% face aos valores iniciais), especialmente pela elevacédo da temperatura face
a condicéo real de armazenagem (de 7 para 0 °C) associado ao comportamento

climatérico do fruto.

A aplicacdo de calor (40°C / 40 min) enquanto operagdo preliminar de
descontaminacéo parcial da matéria-prima numa linha de fabrico de polpas de pera
Rocha, constitui uma alternativa mais eficaz e ecologica (reduzindo de forma
significativa 99,9% da contaminacéo inicial de B&L) a vulgar utilizacdo de hipoclorito
de sédio, sem prejuizo das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos frutos. No
entanto, este tratamento ndo altera os niveis de escurecimento acentuados que se
verificam ap6s o esmagamento dos tecidos e que sdo atribuidos as reacdes de

oxidagdo enzimética.

65



6 Referéncias bibliograficas




ABREU, M. - Tratamentos Integrados para a Qualidade de Pera Rocha Minimamente Processada.
Universidade Técnica de Lisboa - Instituto Superior de Agronomia, 2010. Dissertacdo apresentada
para obtencao do grau de Doutor.

ANP. — Associacao Nacional de Produtores de Pera Rocha - Caderno de Especificacdes da Pera
Rocha DOP. 2012.

AWUAH, G.; RAMASWAMY, H.; ECONOMIDES, A. Thermal processing and quality: principles and
overview. Chemical Engineering and Processing. 2007, 46: 584-602.

BALEIRAS, M.; REIZINHO, R.; DUARTE,F. - Partial 26S rDNA restriction analysis as a tool to
characterise non-Saccharomyces yeasts present during red wine fermentations. International Journal
of Food Microbiology. 2005, 102: 49-56.

BARREIRO, M. - Biocontrolo das doencas de pés-colheita em péra "Rocha". Lisboa: In Vida Rural.
2008, 32-34.

BOLIN, H; HUXSOLL, C. - Control of minimally processed carrot (Dacus carota) surface discoloration
caused by abrasion peeling. Journal of Food Science.1991, 56: 416-418.

BORA, P.; HOLSCHUH, H; VASCONCELOS, M. - Characterization of polyphenol oxidase of soursop
(Annona muricata L.) fruit and a comparative study of its inhibition in enzyme extract and in pulp.
Ciencia e Tecnologia de Alimentos. 2004, 4: 267-273.

CAB - Cooperativa Agricola do Bombarral. Pera Rocha — Armazenamento. Disponivel em
http://www.cab.pt. Acesso em 9/03/2014. Disponivel na http://www.cab.pt.

CASALS, C.; ELMER, P.; VINAS, I.; TEIXIDO,N; SISQUELLA, M.; USALL, J. - The combination of
curing with either chitosan or Bacillus subtilis CPA-8 to control brown rot infections caused by
Monilinia fructicola. Postharvest Biology and Technology. 2012, 64 (1): 126-132.

CASTORIA, R; DE CURTIS, F.; LIMA, G.; CAPUTO, L.; PACIFICO, S.; DE CICCO, V. Aureobasidium
pullulans (LA-30) an antagonist of postharvest pathogens of fruits: study on its modes of action.
Postharvest Biology and Technology. 2001, 22: 7-17.

COELHO, R.; HOFFMANN, F.; HIROOKA, E. - Biocontrole de doencgas pos-colheita de frutas por
leveduras: perspetivas de aplicagdo e seguranga alimentar. Semina: Ciéncias Agrarias. 2003, 4 (2):
337-358.

COSTILOW, R.; BREIDT, F. - Processing and safety. In Acidified Foods: Principles of Handling and
Preservation. Pickle Packers International, Inc. 2004, 5-15.

Dafne. Produtos de Colorimetria - fundamentos. Disponivel em:
http://www.dafne.pt/produtos/colorimetria/fundamentos.html. Acesso em 17/03/2014

Diretiva 2009/859/CE do Concelho de 29 de Junho de 2012 relativa a ndo aprovagédo da substancia
ativa difenilamina (JO L 171 de 30.6.2012, p. 2-3).

Diretiva 91/414CEE do Concelho de 15 de Julho de 1991 relativa a comercializagdo de produtos
fitossanitarios (JO L 230 de 19.8.1991, p. 1-31).

DOMSCH, K.; GAMS, W.; ANDERSON, T. Compendium of Soil Fungi. Academic press, 1980.

DRLANGE.-.Color review. Drlange Application Report No.8.0e.USA., 1994, 8.

67



EL GHAOUTH, A.; SMILANICK, J.; WILSON, C. -.Enhancement of the performance of Candida
saitoana by the addition of glycolchitosan for the control of postharvest decay of apple and citrus fruit.
Postharvest Biology and Technology. 2000, 19: 103-110.

EL GHAOUTH, A.; WILSON, C.; WISNIEWSKI, M.; DROBY,S.; SMILANICK, J.; KORSTEN, L.
Biological control of postharvest diseases of citrus fruits. Biological control of crop diseases. 2002,
289-312.

EN 1275:2005 — Chemical disinfectants ans antiseptics, Quantitative Suspension Test for the
evaluation of basic fungicidal or basic yeastcidal activity of chemical disinfectants and antiseptics —
Test method and requirements. European Committee for Standardization.

ETEBARIAN, H. et al. Biological control of apple blue mold with Pseudomonas fluorescens.
Microbiology. 2005,51 (7): 591-598.

FALLIK, E. - Prestorage hot water treatments (immersion, rinsing and brushing). Postharvest Biology
and Technology. 2004, 32 (2): 125:134.

FERREIRA-PINTO, M.; MOURA-GUEDES, M.; SANTOS, M.; SILVA, M.; BARREIRO, M.; SANTOS,
M. - The antagonistic activity of Aureobasidium pullulans to reduce blue mold in "Rocha" Pear.
International Society for Horticultural Science. 2008, 800:921-928.

FIGUEIREDO, T. - Desenvolvimento tecnoldgico de polpas refrigeradas de pera Rocha e outros
hortofruticolas. Universidade Técnica de Lisboa - Instituto Superior de Agronomia, 2012. Dissertacédo
para obtencdo do Grau de Mestre em Engenharia Alimentar.

FISCHER, |.; ALMEIDA, A.; FILETI, M.; BERTANI, R.; ARRUDA, M.; BUENO, C. - Avaliacdo de
Passifloraceas, fungicidas e Trichoderma para 0 manejo da Podriddo-do-colo do maracujazeiro,
causada por Nectria haematococca. Revista Brasileira de Fruticultura. 2010, 32 (2): 709-717.

FRANCESCO, A.; MARI, M. - Use of biocontrol agents in combination with physical and chemical
treatments: efficacy assessment. Stewart Postharvest Review. 2014, 10 (1): 1-4.

Gabinete de Planeamento e Politicas. 2012. Anuario Agricola. Disponivel em: http://www.gpp.pt.
Acesso em 20/03/2014.

Gabinete de Planeamento e Politicas. 2013. Anuério Agricola. Disponivel em: http://www.gpp.pt.
Acesso em 20/03/2014.

GARCIA, J.; AGUILERA, C.; ALBI, M. - Postharvest heat-treatment on Spanish strawberry. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 1995, 43(6): 1489-1492.

HERNANDEZ-MONTIEL, L.; OCHOA, J.; TROYO-DIEGUEZ, E.; LARRALDE-CORONA, C. -
Biocontrol of postharvest blue mold (Penicillium italicum Wehmer) on Mexican lime by marine and
citrus Debaryomyces hansenii isolates. Postharvest Biology and Technology. 2010, 56 (2): 181-187.

HUANG, Y., DEVERALL, B.; MORRIS, S. - Postharvest control of green mould on oranges by a strain
of Pseudomonas glathei and enhancement of its biocontrol by heat treatment. Postharvest Biology
and Technology. 1995, 5 (1-2): 129-137.

INSA. Instituto Nacional de Saude Dr Ricardo Jorge. Alimentacdo e Nutricdo - Tabela de Composicao
de Alimentos. [Em linha]. [Consult.10 fevereiro. 2014.]. Disponivel na http:// www.insa.pt/

JANISIEWICZ, W.; CONWAY, W. - Combining biological control with physical and chemical
treatments to control fruit decay after harvest. Stewart Postharvest Review. 2010, 1 (3): 1-16.

68



JANISIEWICZ, W.; KURTZMAN, C.; BUYER, J. - Yeasts associated with nectarines and their
potencial for biological control of brown rot. Yeast. 2010, 27 (7): 389-398.

JORDAO, F.; ARMANDO, P. - Pera Rocha do Oeste - Quintas e producdo. Torres Vedras. Livro do
dia. 2011.

LIDON, F.; RAMALHO, J.; PAIS, |.; RAMOS, A.; SANTOS, M.; ARRABACA, J.; BARRAREIRO, M. -
Fungistatic action of Aureobasidium pullulans on Penicillium expansum in “Rocha” pear: implications
for oxidative stress during fruit storage. International Journal of Pest Management. 2012, 58 (1): 41-
52.

LOUREIRO, S. 2014. Cocktails de pesticidas prejudicam a saide dos solos. Disponivel em:
http://uaonline.ua.pt/pub/detail.asp?c=38014. Acesso em 14/Maio/2014.

LURIE, S. - Postharvest heat treatments. Postharvest Biology and Technology. 1998, 14: 257-269.

MARI, M.; NERI, F.; BERTOLINI, P. - New approaches for postharvest disease control in Europe.
Postharvest pathology. Heidelberg: Springer, 2010, 2: 119-135.

MARQUES, I. — Conservacdo de frutas: Reducdo de doencas de pdés-colheita em pera “Rocha”.
Universidade Nova de Lisboa — Faculdade de Ciéncias e Tecnologia. Dissertacao apresentada para
obtenc¢édo do mestre em Ciéncias e Engenharia de Alimentos. Lisboa, 2012.

MELLO, S.; LOUZADA, G.; CARVALHO, D.; JUNIOR, M.; MARTINS, I.; BRAUNA, L. — Potencial
antagbnico de Trichoderma spp. originarios de diferentes agroecossistemas contra Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium solani. Biota Neotropica. 2009, 9 (3): 145-149.

MITCHAM, E.; MONZON, M. - Maintaining Quality of Stored Bartlett Pears with Modified Atmosphere
Pallet Covers. Department of Plant Sciences, University of California.

MOREAU, C. -. Moisissures Toxiques dans 'Alimentation. Lechevalier, 1969.

MOUNIR, R.; DURIEUX, A.; BODO, E.; ALLARD, C.; SIMON, J.; ACHBANI, E. EL-JAAFARI, S.;
Dourira, A; JIJAKLI, M. - Production, formulation and antagonistic activity of the biocontrol like-yeats
Aureobasidium pulullans against Penicillium expansum. Biotechnology Letters. 2007, 29 (4): 553-559.

Norma ISO 21527-1:2008. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for the
enumeration of yeasts and moulds.

Norma ISO 4833:2003. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for the
enumeration of microorganisms - Colony-count technique at 30 degrees C.

Norma ISO 6887-4:2003. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples,
initial suspension and decimal dilutions for microbiological examination.

Normas Técnicas para a Producao Integrada de Pomdéideas. Lisboa: DRADR. 2012, Vol. IlI.

NUNES, C. - Biological control of postharvest diseases of fruits. European Journal of Plant Pathology.
2011, 133: 181-196.

OJIAMBO; SCHERM. - Biological and Application-Oriented Factors Influencing Plant Disease
Suppression by Biological Control: A Meta-Analytical Review. Phytopathology. 2006, 96 (11): 1168-
1174.

OLIVEIRA, C. - Tecnologia pos-colheita para melhoria da qualidade e seguranga alimentar: péra,
maca e kiwi. Lisboa: ISAPress 2007, 52.

69



OLIVEIRA, C.; MOTA, M. - Tecnologias recentes em pés-colheita de pomoideas: 1-MCP, controlo das
podriddes e espectroscopia de infravermelho préximo. In Engenharia dos biossistemas. Lisboa:
Colibri/CEER: 2011: 281-284.

PALOU, L.; SMILANICK, J; DROBY,S. - Alternatives to conventional fungicides for the control of citrus
postharvest green and blue molds. Stewart Postharvest Review. 2008, 2 (2): 1-16.

PRANGE, R.; WRIGHT, H.; DELONG, J.; HARRISON, P.; GUNAWARDENA, A. - The effect of
temperature and other factors on chlorophyll a fluorescence and the lower oxygen limit in apples
(Malus domestica). Postharvest Biology and Technology. 2010, 55 (1): 21-28.

Regulamento (CE) n.° 102/2002 do Jornal Oficial da Uniéo Europeia, de 27 de Abril de 2002.
Regulamento (CE) n.° 510/2006 do Jornal Oficial da Unido Europeia de 20 de Mar¢o de 2006.

RICO, D.; MARTIN-DIANA, A.; FRIAS, J.; BARAT, J; HENEHAN, G.; BARRY-RYAN, C. -
Improvement in texture using calcium lactate and heat-shock treatments for stored ready-to-eat
carrots. Journal of Engineering 2007, 79: 1196-1206.

ROBIGLIO, A.; SOSA, M.; LUTZ, M.; LOPES, C.; SANGORRIN, M. - Yeast biocontrol of fungal
spoilage of pear stores at low temperatures. International Journal of Food Microbiology. 2011, 147 (3):
211-216.

SALTVEIT, M. - Effect of ethylene on quality of fresh fruits and vegetables. Postharvest Biology and
Technology. 1999, 15 (3): 279-292.

SILVA, J.; FINGER, F.; CORREA, P. - Armazenamento de frutas e hortalicas. In. Secagem e
armazenagem de produtos agricolas. Aprenda Facil. 2000, 18.

SOUSA, A.; SOUSA, A. - O bolor azul (Penicillium spp.) das péras e macgds. CRIPOSA. Jornal de
Informacdo Técnica — AVAPI. 2005, 67: 10-12.

SOUSA, R. Manejo de producéo de Pera "Rocha". 2012.

SPADARO, D.; GULLINO, M. - State of the art and future prospects of the biological control of
postharvest fruit diseases. International Journal of Food Microbiology. 2004, 91 (2): 185-94.

SPADARO, D; GULLINO, M. - Improving the efficacy of biocontrolagents against soilborne pathogens.
Crop Protection. 2005, 24 (7): 601-613.

SPOTTS, R.; CERVANTES, L.; FACTEAU, T. - Integrated control of brown rot of sweet cherry fruit
with a preharvest fungicide, a postharvest yeast, modified atmosphere packing, and cold storage
temperature. Postharvest Biology and Technology. 2002, 24 (3): 251- 257.

TORRES, R. et al. - Application of Pantoea agglomerans CPA-2 in combination with heated sodium
bicarbonate solutions to control the major postharvest diseases affecting citrus fruit at several
Mediterranean locations. European Journal of Plant Pathology. 2007, 118: 73-83.

USALL, J.; SMILANICK, J.; PALOU, L.; DENIS-ARRUE, N.; TEIXIDO, N.; TORRES, R.; VINAS, I.
Preventive and curative activity of combined treatments of sodium carbonates and Pantoea
agglomerans CPA-2 to control postharvest green mold of citrus fruit. Postharvest Biology and
Technology. 2008, 50 (1): 1-7.

VERO, S.; GARMENDIA, G.; GONZALEZ, M. - Aureobasidium pullulans as a biocontrol agent of
postharvest pathogens of apples in Uruguay. Biocontrol Science and Technology. 2009, 19 (10):
1033-1049.

70



WATADA, A.; ABE, K.; YAMUCHI, N. - Physiologic activities of partially processed fruits and
vegetables. Food Technology. 1990, 44 (5): 116-122.

WILSON, C.; WISNIEWSKI, M. - Biological Control of Postharvest Diseases of Fruits and Vegetables:
An Emerging Technology. Annual Review of Phytopathology. 1989, 27: 425-441.

WSZELAKI, A.; MITCHAM, E. - Effect of combinations of hot water dips, biological control and
controlled atmospheres for control of gray mold on harvested strawberries. Postharvest Biology and
Technology. 2003, 27 (3): 255-264.

XIAO, C. 2005. Postharvest Diseases of Apples and Pears - A Guide to Diagnosis Control. In Tree
Research and Extension Center - Tree Fruit Postharvest Pathology Disponivel em:
http://decay.tfrec.wsu.edu/index.php. Acesso em 11/09/2014.

YU, T.; LI, H.; ZHENG, X. - Synergistic effect of chitosan and Cryptococcus laurentii on inhibition of
Penicillium expansum infections. International Journal of Food Microbiology. 2007, 114 (3): 261-266.

ZARZOSO, B.; BELLOCH, C.; URUBURU, F.; QUEROL, A. — Identification of yeasts by RFLP
analysis of the 5.8S rRNA gene and two ribosomal internal transcribed spacers. International Journal
of Systematic Bacteriology. 1999, 49: 329-337

ZHANG, D.; SPADARO, D.; GARIBALDI, A.; GULLINO, M. - Efficacy of the antagonist Aureobasidium
pullulans PL5 against postharvest pathogens of peach, apple and plum and its modes of action.
Biological Control. 2010, 54 (3): 172-180.

ZHANG, H.; WANG, L,; ZHENG, X. DONG, Y. - Effect of yeast antagonist in combination with heat
treatment on postharvest blue mold decay and Rhizopus decay of peaches. International Journal of
Food Microbiology. 2007, 115: 53-58.

ZHANG, H.; WANG, L.; DONG, Y.; JIANG, S.; ZHANG, H.; ZHENG, X. - Control of postharvest pear
diseases using Rhodotorula glutinis and its effects on postharvest quality parameters. International
Journal of Food Microbiology. 2008, 126: 167-171.

ZHANG, H.; ZHENG, X.; WANG, L.; LI, S.; LIU, R. - Effect of yeast antagonist in combination with hot
water dips on postharvest Rhyzopus rot of strawberries. Journal of Food Engineering. 2007, 78 (1):
281-287.

ZHONG, Y; LIU, J.; LI, B.; QIN, G.; TIAN, S. - Effects of yeast antagonists in combination with hot
water treatment on postharvest diseases of tomato fruit. Biological Control. 2010, 54(3): 316-321.

ZULLO, B.; CIOCCIA, G.; CIAFARDINI, G. - Distribution of dimorphic yeast species in commercial
extra virgin olive oil. Food Microbiology. 2010, 27(8): 1035-42.

71



7 Anexos




Anexo A - Registo fotografico da incidéncia de podriddo (ensaio
4.3)
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Anexo B - Folha de prova e tabelas de resultados reverentes ao
ensaio 4.4

Folha de prova de andlise sensorial

PROVA DE ANALISE SENSORIAL DE FRUTOS DE PERA ROCHA

Data:_ [/ |/ Id_Amostra:

Nome:

Assinale com uma cruz o ponto que melhor traduz a intensidade de percecdo de cada
atributo.

1. Cor
1 2 3 4 5
Moderadamente | Ligeiramente Amarelo
Verde Amarelo
verde amarelo escuro
2. Firmeza
1 2 3 4 5
Muito firme Firme Modergdamente Mole Muito mole
firme
1.1.
3. Apreciacéao Global
1 2 3 4 5
Muito bom Bom Suficiente Mau Muito mau

Xl




Tabela B1 - Resultados médios (+ DP) dos parametros pH, TSS, Cor CIELab, Firmeza e Perda de massa

ld_Am. Armazenagem pH TSS (°Brix) L* a* b* °h Firmeza (N) nljjsrg: 2’2)
C 0 4,620+ 0,2 10,92+ 0,3 67,8+ 1,6 -9,7+0,9 40,0+ 0,9 103,62+ 0,9 10,62+ 0,9 0,02+ 0,0
C 15 4,82 + 0,1 11,92+ 0,5 69,8+24 -3,8£0,8 394+1,3 95,58b +1,1 7,0¢+1,3 2,2°+0,2
C 45 4,53 +0,1 11,52+ 0,2 729+ 3,1 11+21 40,2 £ 2,7 88,3 + 3,2 2,84+27 7,1°+£1,0
C 60 4,78 + 0,1 11,92+ 0,4 70,029 1,310 383+x11 88,0 + 1,6 1,84+1,1 8,7%¢ +1,0
TA 0 4,52 + (.2 11,32+ 1,2 695+1,1 -8,3x2,7 389+1,3 101,92+ 3,7 9,9abc + 1 3 0,02+0,0
TA 15 4,720 + 0,2 11,92+ 0,4 69,4+2,6 -3,5+1,8 41,2+1,0 94,8abc + 2 4 6,8c£1,0 2,3°+0,1
TA 45 4,78+ 0,4 13,026+ 0,8 72,8 0,7 0,8+1,0 39,0+1,6 88,9¢ + 1,5 259+1,6 7,1°+ 0,6
TA 60 4,9°+0,1 12,02+ 1,5 70,9 + 3,2 1623 394+£1,2 87,5 + 3,6 299+1.2 9,12+ 0,5
Top 0 4,82 + 0,1 12,02+ 0,7 68,6 + 3,7 -66x1,1 37,8+£0,2 99,82b + 1.8 10,220 + 0,2 0,12+ 0,0
Top 15 4,62 + 0,2 11,92+ 0,5 68,9+1,8 -40x1,7 39,8+1,0 95,620 + 2,3 9,1a¢+ 1,0 3,1°+0,1
Top 45 4,62 + 0,1 11,62+ 1,2 73,3+1,2 -0,1+1,0 39,0+0,6 90,2¢ + 1,4 2,80+0,6 7,6¢9+0,5
Top 60 4,52 + (.2 1342+ 1,1 60,8+1,1 53+1,1 32,6 £0,9 86,6°¢ + 9,2 1,79+ 0,9 9,82+ 0,2
Top x A 0 4,82 + 0,1 11,82+ 1,5 66,8 + 2,7 -8,6 £0,3 394+1,2 102,22 £ 0,8 10,18k + 1,2 0,02+0,0
Top x A 15 4,920 + 0,1 11,82+ 1,7 66,3+ 3,1 -3,4£0,9 39,4+0,8 94,73bc + 1,2 9,62¢ + 0,8 3,00+0,1
Top x A 45 4,42+ 0,1 1232+12  698+12 2709  409+17 861°+14 2,99+17 7,6¢+0,5
Top x A 60 4,52 + 0,1 12,42+ 0,9 69,3+1,2 2,7+0,8 39,8+1,3 85,9¢+1,2 2,81+1.3 9,32+ 0,2

Nota: Na mesma coluna, letras diferentes representam diferencas significativas para p=0,05.
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Tabela B2 - Resultados médios (+ DP) dos parametros microbiolégicos: contagem de bolores e leveduras e incidéncia de podridao (%) e
atributos sensoriais: cor e firmeza e da apreciagao global.

ld_Am. Armazenagem (Lfgcﬂﬁ;f.z-l) ('L‘fgzﬂfcr_gi) Inc. P((Z/oo)lridéo Cor Firmeza Apé?giba;;léo
C 0 2,82+£0,6 3,2°+0,7 0,0+£0,0 1,06+ 0,0 1,06+ 0,0 1,06+ 0,0
C 15 0,0+£0,0 1,42+ 0,5 1,62+ 0,8 1,72+ 0,5
C 45 66,7 £ 16,5 5,01+ 0,0 5,00+ 0,0 5,00+0,0
C 60 66,7 £ 16,5 2,9%¢ + 0,7 5,00+0,0 4,2bc+ 0,4
TA 0 2,5%°+0,3 2,9°+£0,2 0,0+£0,0 1,06+ 0,0 1,06+ 0,0 1,06+ 0,0
TA 15 0,0+£0,0 1,22+ 0,3 1,12+ 0,2 1,22+0,4
TA 45 17,0+0,0 5,00+0,0 5,00+ 0,0 5,00+0,0
TA 60 67,0+£17,0 3,2°¢+ 0,5 5,00+0,0 4,2 + 0,4
Top 0 0,06+0,0 0,0°+0,0 0,0+£0,0 1,06+ 0,0 1,06+ 0,0 1,06+ 0,0
Top 15 0,0+£0,0 1,12+ 0,2 1,42+ 0,5 1,32+ 0,5
Top 45 0,0+£0,0 2,4+ 0,5 4,5+ 0,4 3,7°+0,5
Top 60 0,0+£0,0 2,8°+0,8 5,00+0,0 4,2% + 0,4
Topx A 0 1,0+ 0,9 1,6°+0,4 0,0+£0,0 1,06+ 0,0 1,06+ 0,0 1,06+ 0,0
Topx A 15 17,0£0,0 1,12+ 0,2 1,42+ 0,5 1,32+ 0,5
Topx A 45 34,0+£0,0 5,00+ 0,0 5,00+ 0,0 5,09+ 0,0
Top x A 60 34.0+0,0 3,7°£0,6 5,00+ 0,0 4,5% 10,5

Nota: Na mesma coluna, letras diferentes representam diferencas significativas para p=0,05.



