U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
DANIELA OLIVEIRA BRAGA

QUALIDADE POS-COLHEITA DE MORANGOS
ORGANICOS TRATADOS COM OLEOS
ESSENCIAIS NA PRE-COLHEITA

LAVRAS - MG
2012



DANIELA OLIVEIRA BRAGA

QUALIDADE POS-COLHEITA DE MORANGOS ORGANICOS
TRATADOS COM OLEOS ESSENCIAIS NA PRE-COLHEITA

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncia dos
Alimentos, para a obteng@o do titulo de Mestre.

Orientador

Dr. Eduardo Valério de Barros Vilas Boas

Coorientadores
Dr. Francisco Vilela Resende

Dra. Neide Botrel

LAVRAS - MG
2012



Ficha Catalografica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca da UFLA

Braga, Daniela Oliveira.

Qualidade pos-colheita de morangos orgénicos tratados com
0leos essenciais na pré-colheita / Daniela Oliveira Braga. — Lavras :
UFLA, 2012.

74 p. il

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2012.
Orientador: Eduardo Valério de Barros Vilas Boas.
Bibliografia.

1. Controle alternativo. 2. In vivo. 3. In vitro. 4. Conservagao. 5.

Botrytis cinerea. I. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD — 664.8047568




DANIELA OLIVEIRA BRAGA

QUALIDADE POS-COLHEITA DE MORANGOS ORGANICOS
TRATADOS COM OLEOS ESSENCIAIS NA PRE-COLHEITA

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncia dos
Alimentos, para a obten¢ao do titulo de Mestre.

APROVADA em 23 de fevereiro de 2012

Dra. Neide Botrel EMBRAPA/DF
Dra. Heloisa Helena de Siqueira UFLA

Dr. Eduardo Valério de Barros Vilas Boas

Orientador

LAVRAS - MG
2012



AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. Eduardo Valério de Barros Vilas Boas, pela
oportunidade, orientagdo, confianga, paciéncia e dedicagao.

A Dra. Angela Pimenta do MAPA pela oportunidade e confianga.

Ao Dr. Francisco Vilela Resende e a Dra. Neide Botrel pelo espago
cedido a mim no campo e nos laboratérios da Embrapa Hortalicas.

Aos grandes amigos Abiah, Nayane, Cristiane, Luciane Rozwalka e
Paulo Siriano, por dividirem comigo muitos momentos.

A todos os professores do DCA e de outros departamentos da UFLA que
auxiliaram neste trabalho e acrescentaram mais conhecimento nessa longa
jornada.

A UFLA e & EMBRAPA Hortaligas, por me permitirem realizar este
trabalho.

E a todos que participaram desta fase!

Muito obrigada!



RESUMO

As perdas pos-colheita iniciam no campo e ocorrem em todos os pontos,
da comercializagdo até o consumo. Portanto, a qualidade da fruta ou hortaliga
esta relacionada a fatores envolvidos nas fases pré-colheita e pods-colheita, ou
seja, na cadeia produtiva. Os morangos sdo frutos muito pereciveis, portanto as
perdas pods-colheita podem alcangar niveis importantes, caso ndo sejam
utilizadas técnicas corretas de colheita e pods-colheita. Um dos principais
problemas na cultura do morango ¢ a incidéncia de doengas. Morangos tém uma
vida util pos-colheita muito curta, devido em parte, ao mofo cinzento causado
por Botrytis cinerea. A infecgdo pode ocorrer na flor, permanecer em repouso
até o pseudofruto amadurecer e, em seguida, desenvolver, causando deterioragao
do mesmo, acompanhada de esporulagdo abundante do patogeno. Botrytis sp.
infecta muitas plantas hospedeiras em todas as areas climaticas do mundo,
principalmente partes de plantas superiores em fases pré e pds-colheita. Bulbos,
sementes ¢ outros materiais de propagacdo também sofrem de infecgdo. A
infeccdo pode ocorrer em alta umidade, na presenga ou auséncia de filmes de
agua. Propriedades antimicrobianas de oOleos essenciais de varias espécies
vegetais afetam o desenvolvimento de fungos, in vitro e in vivo, em varios
produtos horticolas. A busca de métodos de controle alternativo, como a
exploragdo da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes em
plantas medicinais e a inducdo de resisténcia, torna-se necessaria para atender as
normas de qualidade do mercado externo, principalmente em relacdo a extingdo
e/ou substituicdo do uso de produtos quimicos (agrotoxicos) por produtos
biolodgicos.

Palavras-chave: Pds-colheita. Qualidade. Controle alternativo. In vivo. In vitro.



ABSTRACT

The post-harvest losses start in the field and occurring at all points of
sale to the consumption. Therefore, the quality of fruit or vegetable is related to
factors involved in pre- and post harvest, i.e, in the production chain. The
strawberries are highly perishable fruit, so the post-harvest losses can reach
significant levels, if not used correct techniques of harvesting and post harvest.
One of the main problems in strawberry culture is the disease incidence.
Strawberries have a shelf-life post harvest too short, due in part to the gray mold
caused by Botrytis cinerea. Infection can occur in the flower, remain at rest until
the pseudofruit mature and then develop, causing deterioration of the same
accompanied by abundant sporulation of the pathogen Botrytis sp. infects many
host plants in all the world's climate zones, mainly parts of higher plants in the
pre- and post-harvest. Bulbs, seeds and other propagating material also suffer
from infection. The infection can occur in high humidity, in the presence or
absence of water films. Antimicrobial properties of essential oils of the several
plant species affect the development of fungi, in vitro and in vivo, in various
vegetable products. The search for alternative control methods, such as the
exploitation of the biological activity of secondary compounds present in
medicinal plants and the induction of resistance, it is necessary to meet the
quality standards of the foreign market, especially in relation to extinction and/or
replacement use of chemicals (pesticides) for biological products.

Keywords: Post-harvest. Quality. Alternative control. In vivo. In vitro.
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1 INTRODUCAO

O conceito de qualidade de frutas e hortalicas envolve varios atributos,
como aparéncia visual (frescor, cor, defeitos e deterioragdo), textura (firmeza,
resisténcia e integridade do tecido), sabor e aroma, valor nutricional e seguranca
do alimento. Apesar da diversidade e disponibilidade desses produtos no
mercado interno, sua comercializagdo estd limitada, principalmente por serem
altamente pereciveis e, geralmente, serem manuseados sob condi¢des ambientais
que aceleram a perda de qualidade.

As perdas pos-colheita iniciam no campo e ocorrem em todos os pontos
da comercializagdo até o consumo. Portanto, a qualidade da fruta ou hortaliga
esta relacionada a fatores envolvidos nas fases pré-colheita e pos-colheita, ou
seja, na cadeia produtiva. Dentre eles, destaca-se o manuseio inadequado que
leva a danos mecanicos, exposicdo dos produtos a temperaturas elevadas
prejudiciais a sua conservagdo, o uso indiscriminado de agrotdxicos,
contaminagdes microbiologicas dos produtos provenientes principalmente de
fontes de contaminacdo no cultivo e da falta de higiene e sanitizagdo no
manuseio e processamento dos mesmos.

Os morangos s3o frutos muito pereciveis, portanto as perdas pos-
colheita podem alcangar niveis importantes, caso ndo sejam utilizadas técnicas
corretas de colheita e pos-colheita. Um dos principais problemas na cultura do
morango ¢ a incidéncia de doengas, que podem aparecer em varias fases do ciclo
da cultura, atacando desde a muda recém-plantada até os frutos na fase final de
producdo. O mofo cinzento causado por Botrytis cinerea, promove podridao dos
frutos diminuindo seu tempo de vida util prejudicando seu comércio e consumo.

A partir da ultima década, a conscientizacdo quimica sobre o uso
indiscriminado e incorreto de defensivos agricolas no ambiente rural e urbano,

causando prejuizos aos ecossistemas e ao homem, tem motivado o
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desenvolvimento de métodos e produtos alternativos no controle de doengas de
plantas. Logo, o 6leo essencial de plantas medicinais pode constituir-se em uma
forma potencial de controle alternativo de doengas de plantas cultivadas.

Em razdo da répida perda de qualidade pés-colheita e o aparecimento de
doengas, o objetivo deste trabalho € avaliar a eficiéncia de 9 6leos essenciais de
plantas medicinais [canela (Cinnamomum sp.), erva-baleeira (Cordia
verbenaea), capim-limdo (Cymbopogon citratus), palmarosa (Cymbopogon
martinii), cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), camomila (Matricaria
recutita), manjericdo (Ocimum basilicum), erva-doce (Pimpinella anisum) e
tomilho (Thymus vulgaris)], em 3 doses diferentes: 1,00%; 0,20% ¢ 0,04% no
controle da germinagdo dos esporos de Botrytis cinerea in vitro. Apos esse teste
in vitro, avaliar o efeito dos 4 melhores resultados in vitro de oleos essenciais
em morangos, temperatura (5°C e 25°C) no controle de Botrytis cinerea e nas
caracteristicas fisico-quimicas de morangos armazenados por um periodo de 8

dias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O morangueiro e seu fruto

O morangueiro, do modo como atualmente o conhece-se, ¢ uma
interessante consequéncia da descoberta da América. Os europeus encontraram
no Novo Mundo duas espécies de morangueiros selvagens, Fragaria chiloensis
e Fragaria virginiana, a primeira no Chile ¢ a outra na América do Norte.
Ambos foram levados a Europa e plantados lado a lado em jardins do Velho
Mundo, assim acontecendo um cruzamento natural (PROGRAMA
BRASILEIRO PARA A MODERNIZACAO DA HORTICULTURA - PBMH,
2009).

O Morango (Fragaria x ananassa Duch.) ¢ um dos frutos
economicamente mais importantes, seja ele fresco ou processado, consumido
tanto pelo seu sabor agradavel, como pelo seu teor de nutrientes (HANCOCK,
1999).

As flores do morangueiro sdo hermafroditas e hemiciclicas. O calice ¢é
formado por bracteas unidas na base. As pétalas sdo livres, lobuladas, brancas ou
avermelhadas, dispostas ao redor do receptaculo proeminente, o qual, apés a
fecundagdo dos pistilos, se transforma no “morango”. Dessa forma, os
“morangos” sdo frutos falsos, sobre os quais se encontram os aquénios, que sdo
os frutos verdadeiros. Mas para fins comerciais se denomina fruto o conjunto
formado pelos frutos verdadeiros e recepticulo carnoso (HOFFMANN;
BERNARDI, 2011).

O morango ¢ cultivado em todo o mundo. O sabor de morango ¢
resultado de uma mistura complexa de numerosos compostos volateis, agucares
e acidos organicos, combinados com caracteristicas, como a textura. A qualidade

nutricional do morango estd intimamente correlacionada com a presenga de
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acucares soluveis, acidos organicos, aminoacidos e alguns metabolitos
secundarios. Esses compostos desempenham um papel importante na
manutencao da qualidade dos frutos e valor nutritivo; por essa razao, a analise da
composi¢do dos frutos é de interesse para os quimicos de alimentos. Acidos
fenodlicos e seus derivados sdo muitas vezes conjugados com agucares e tém sido
frequentemente relatado em frutos de morango (ZHANG et al., 2011).

Morangos tém vida util curta, devido a elevada perecibilidade, sendo
suscetiveis a danos mecanicos, fisioldgicos, deterioracdo e a perda de agua. A
conservacdo poés-colheita de morangos frescos ¢ muito complexa devido a sua
alta atividade metabolica, em especial, sua alta taxa de respiracdo (50-100 mL de
CO2 por kg por hora a 20 ° C). Seu curto periodo de vida util tem limitado a
comercializacdo desse produto, e as perdas podem atingir até 40% durante o
armazenamento. Métodos de conservagdo adequados podem minimizar as
perdas e estender a vida util (CANER; ADAY; DEMIR, 2008).

Uma das técnicas mais eficientes para aumentar a durabilidade de frutos
e minimizar as perdas pos-colheita ¢ o armazenamento a baixa temperatura. A
refrigeracdo ¢ utilizada para diminuir a taxa respiratoria, a perda de agua e
retardar o amadurecimento e senescéncia dos frutos. O armazenamento
adequado ¢ um dos pontos criticos para o sucesso da comercializagdo de frutos
tropicais (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A avaliacdo da qualidade do morango no mercado tem se restringido a
avalia¢des de tamanho, coloragdo, firmeza, acidez, dogura e aroma, embora exis-
ta um crescente interesse nos beneficios do fruto a satde do consumidor. O
acido ascorbico contribui relativamente pouco com a atividade antioxidante em
morangos, no entanto, as antocianinas, os principais determinantes de sua
coloracdo, apresentam potentes propriedades antioxidantes. A concentragdo de
compostos fenolicos esta positivamente relacionada com o total de atividade

antioxidante (SHINA et al., 2008).
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As mudancas mais notaveis ao longo do desenvolvimento do morango,
em especial do seu amadurecimento, dizem respeito a forma, tamanho, textura,
pigmentacdo, que coincidem com um aumento no teor de sélidos soluveis e

emanacdo de compostos de aroma (ZHANG et al., 2011).

2.2 Doencas pés-colheita em morangos

Um dos principais problemas na cultura do morango ¢ a incidéncia de
doengas, que podem aparecer em varias fases do ciclo da cultura, atacando desde
a muda recém-plantada até os frutos na fase final de produgdo (PBMH, 2009).

Doengas de campo com evolugdo pds-colheita:

a) Antracnose - Colletotrichum spp.

b) Mofo Cinzento - Botrytis cinérea.

¢) Podridao Branca - Sclerotinia sclerotiorum.
d) Podridao de Hainesia.

e) Podridao de Pestalotia.

f) Podriddo de Phytophthora.

Doengas associadas a ferimentos pos-colheita:

a) Podridao de Alternaria.

b) Podriddo de Cladosporium.

¢) Podridao Bacteriana.

d) Podridao de Levedura.

e) Podridao Mole - Rhizopus spp.
f)  Podridao de Penicillium.
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2.3 Mofo cinzento em morango

Morangos tém uma vida 1til pés-colheita muito curta, devido em parte,
ao mofo cinzento causado por Botrytis cinerea. A infec¢do pode ocorrer na flor,
permanecer em repouso até o pseudofruto amadurecer e, em seguida,
desenvolver, causando deterioragdo do mesmo, acompanhada de esporulagdo
abundante do patdgeno. Botrytis cinerea também provoca perdas significativas
durante o transporte até a venda, tornando-se um dos patdégenos mais
importantes economicamente do morango (ZHANG et al., 2007).

O mofo cinzento representa uma importante e frequente doenca do
morangueiro, sob condi¢des de alta umidade e temperaturas amenas. Causado
pelo fungo Botrytis cinerea, caracteriza-se por ser uma doenga tipica de frutos,
todavia pode afetar também peciolos, folhas, botdes florais, pétalas e
pedanculos, sob condigdes favoraveis. A infeccdo, geralmente, inicia-se em
tecido debilitado, especialmente pétalas senescentes, para posteriormente
infectar os tecidos saudaveis do fruto. A doenga pode destruir botdes florais e
frutos verdes, no entanto, na maioria das vezes as infec¢des permanecem
latentes e os sintomas se manifestam somente no inicio do amadurecimento dos
frutos. Em frutos verdes, os sintomas sdo caracterizados pela presenca de
pequenas lesdes marrons levemente depressivas. Em frutos maduros, essas
lesdes tornam-se recobertas por um crescimento acinzentado constituido por
estruturas do patogeno, que rapidamente tomam toda superficie do fruto. Com a
evolugcdo dos sintomas, os frutos podem apodrecer completamente ou ainda
assumir a forma de mumificados. A disseminagdo da doenga ocorre
principalmente pela a¢do do vento, d4gua de chuva e irrigagdo, bem como durante
o processo da colheita.

Controle da Botrytis cinerea ¢ normalmente efetuado pela aplicagdo de

fungicidas. Embora o uso de fungicidas reduza as perdas de rendimento em
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morango, ha estudos que mostram que os fungicidas disponiveis no mercado
podem reduzir a polinizacdo e causar ma formagdo dos frutos (KOVACH;
HARMAN, 2000).

A preocupacdo com as restricdes regulatorias sobre a presenca de
residuos de fungicida nas lavouras tem enfatizado a necessidade de encontrar

métodos alternativos para controle da doenga (SMILANICK,1994).

2.4 Botrytis cinereae

As colonias de Botrytis cinerea a 20 °C atingem um didmetro de 6 cm
ou mais em 10 dias, hialinas em primeiro lugar, tornando-se posteriormente
cinza para cinza-marrom.

Botrytis sp. infecta muitas plantas hospedeiras em todas as areas
climaticas do mundo, principalmente partes de plantas superiores em fases pré e
pos-colheita. Bulbos, sementes ¢ outros materiais de propagagdo também sofrem
de infecg@o. A infec¢do pode ocorrer em alta umidade, na presenga ou auséncia
de filmes de agua. A infeccdo pode ser quieta, agressiva, ou muito restrita em
desenvolvimento. A produgdo de um elevado nimero de conidios representa
uma ameaca duradoura para hospedeiros suscetiveis. Mudangas nas populagdes
em resposta a selecdo por exposicdo aos xenobidticos, especialmente fungicidas,
sd0 bastante comuns no género e a resisténcia a fungicidas tem sido registrada
em populagdes de Botrytis em toda a histéria da era moderna fungicida. Estudos
detalhados sobre as condigdes precisas que promovem a infec¢do, o
desenvolvimento da doenca e a sobrevivéncia do indculo tem fornecido as
informagdes epidemioldgica necessdrias para a concepcdo de estratégias de
controle. Por exemplo, métodos culturais que aumentam a aeracdo e secagem da
copa da planta para reduzir o risco de epidemias de Botrytis tém sido

desenvolvidos. A exigéncia crescente de abordagens alternativas para reduzir a
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dependéncia dos agricultores sobre o uso de fungicidas conduz a avaliacdo e a
exploragdo de potenciais agentes de biocontrole capazes de supressao da doenga,
importante em um contexto comercial, ¢ no ambito dos sistemas de gestdo
integrada das culturas (ELAD; KOHL; FOKKEMA, 1994).

Esse fungo hiberna nas folhas velhas e restos vegetais. As infec¢des
ocorrem quase que exclusivamente através das flores. E por isso que o controle
deve ser centrado no periodo de floragdo. Se o periodo de floragdo é seca e / ou
boa cobertura de fungicidas ¢ mantida, a incidéncia do mofo cinzento na colheita
deve ser baixa. Duas a trés pulverizagdes de fungicidas durante a floragdo sdo

geralmente necessarias para fornecer uma boa protegio contra a doenca.

2.5 Agricultura organica

A demanda mundial por frutas e hortaligas vem crescendo
expressivamente nos ultimos anos, em virtude, principalmente, da
conscientizacdo da populagdo acerca da importincia de uma alimentagdo
saudavel e do reconhecimento de sua participagdo na prevencdo da varias
enfermidades (OLIVEIRA et al., 2006).

Agricultura organica é o sistema de manejo sustentavel da unidade de
producdo com enfoque sist€émico que privilegia a preservacdo ambiental, a
agrobiodiversidade, os ciclos biogeoquimicos ¢ a qualidade de vida humana. A
agricultura orgéanica aplica os conhecimentos da ecologia no manejo da unidade
de produgdo, baseada numa visdo holistica da unidade de produgdo. Isso
significa que o todo é mais do que os diferentes elementos que o compdem. Na
agricultura organica, a unidade de producdo ¢é tratada como um organismo
integrado com a flora e a fauna (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA AGROBIOLOGIA, 2012).
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A agricultura organica ¢ muito mais do que uma troca de insumos
quimicos por insumos organicos/bioldgicos/ecoldgicos. O manejo orgénico
privilegia o uso eficiente dos recursos naturais ndo renovaveis, aliado ao melhor
aproveitamento dos recursos naturais renovaveis e dos processos bioldgicos, a
manutencdo da biodiversidade, a preservacdo ambiental, ao desenvolvimento
econdmico, bem como, a qualidade de vida humana (EMBRAPA
AGROBIOLOGIA, 2012).

Sistemas organicos de produgdo podem apresentar bom nivel de
produtividade e qualidade comercial dos produtos. Contudo, se ndo for realizado
um manejo adequado dos mesmos, podem apresentar elevado custo, diminuindo

a rentabilidade (SOUZA, 2006).

2.6 Oleos essenciais

Os odleos volateis sdo definidos pela International Standard
Organization (ISO) como produtos obtidos de partes de plantas através de
destilacdo por arraste de vapor d’agua ou por prensagem de pericarpos de frutos
citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de substincias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. As denominagdes 6leos essenciais,
Oleos etéreos ou esséncias derivam das caracteristicas fisico-quimicas. Assim, a
designagdo 6leo ¢ devido a aparéncia oleosa em temperatura ambiente dessas
substancias liquidas. A designagdo esséncia deve-se ao aroma agradavel e
intenso, outra caracteristica importante. J4 a designagdo etéreo, ou em latim
aetheroleum, deve-se a solubilidade em solventes organicos apolares como éter,
porém em agua apresentam solubilidade limitada. Entretanto, a principal
caracteristica € a volatilidade que os difere dos o6leos fixos (mistura de
substancias lipidicas), obtidos geralmente de sementes. Outras caracteristicas sdo

o sabor, geralmente acre (acido) e picante, ¢ a coloragdo, sendo poucos os 6leos
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que apresentam cor como o 6leo volatil da camomila que é azulado, devido ao
alto teor de azulenos; geralmente sdo ligeiramente amarelados ou incolores
quando recentemente extraidos; ndo sdo muito estaveis, na presenca de ar, luz,
calor, umidade e metais (SIMOES; SPITZER, 2000).

De acordo com Siani et al. (2000), os 6leos essenciais sdo originados do
metabolismo secundario das plantas e possuem composi¢do quimica complexa,
destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropanoides. Constituem elementos
volateis contidos em muitos 6rgdos vegetais e estdo relacionados com diversas
fungdes necessarias a sobrevivéncia.

O odleo essencial ndo € um produto simples de um componente, ¢ um
produto composto podendo ultrapassar 300 componentes quimicos diferentes.
Os componentes quimicos dos 6leos essenciais apresentam estruturas diversas
como terpenos, sesquiterpenos, fenolicos, fenil propanoicos, alifaticos ndo
terpénicos, heterociclicos, alcoois, cetonas, aldeidos, 4acidos carboxilicos,
ésteres, acetatos, cada qual com sua caracteristica aromatica ¢ agdo bioquimica
(WOLFFENBUTTEL, 2007).

Um exemplo é o 6leo de capim-limdo (Cymbopogon citratus). E uma
planta aromatica cultivada para producdo comercial de 6leo essencial, o qual
geralmente apresenta como constituintes majoritdrios os monoterpenos citral
(mistura isomérica de neral e geranial) e o mirceno (GUIMARAES et al., 2011).

Ja o Oleo essencial da casca de canela é rico em aldeido cindmico,
enquanto que o das folhas apresenta composi¢do diferente, sendo fonte de
eugenol. Os 6leos essenciais obtidos a partir das cascas e das folhas, e também a
oleoresina, sdo matérias-primas de amplo emprego nas industrias de alimentos e
bebidas, de perfumaria e farmacéutica (KOKETSU et al., 1997).

Segundo Rosa et al. (2010), o 6leo essencial de palmarosa ¢ rico em
geraniol (70-90%), tendo como principais compostos quimicos o geraniol (70-

90%), o (E)-B-ocimeno, linalol, geranil acetato e B-cariofileno dependendo do
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material botanico e do método de extragdo do 6leo essencial.Os principais
componentes do 6leo essencial de palmarosa sdo registrados como geraniol e
geranil acetato, apresentando menor quantidade de linalol e B-cariofileno.

O conteudo de 6leo essencial da camomila brasileira estd em torno de
0,43-0,85 e sua composicdo ¢ de aproximadamente 1,91-35,02% de camazuleno,
16,2% de 6xido de bisabolol A, 25,83% de 6xido de bisabolol B € 7,31-16,05%
de alfa-bisabolol (BORSATO et al., 2008).

Os métodos de extracdo dos oOleos essenciais variam de acordo com a
parte da planta em que ele se encontra, bem como com a proposta de utilizacdo
do mesmo. Os mais comuns sdo: enfloragdo (enfleurage), arraste por vapor
d’agua, extracdo com solventes orgénicos, prensagem (ou espressdo) e extragcao

por CO, supercritico (DI STASI, 1996).

2.7 Controle alternativo com utilizacéo de 6leos essenciais

Propriedades antimicrobianas de oleos essenciais de varias espécies
vegetais tém provado afetar o desenvolvimento de fungos in vitro e in vivo em
varios produtos horticolas.

Os 6leos essenciais bem como compostos derivados deles possuem uma
vasta gama de atividades sobre a atividade antimicrobiana.

Ao lado da indugdo de resisténcia, a exploracdo da atividade biologica
de compostos secundarios presentes no extrato bruto ou o6leo essencial em
plantas medicinais pode constituir-se em mais uma forma potencial de controle
alternativo de doengas de plantas cultivadas (SCHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN; CRUZ, 2000).

Embora o controle quimico de doengas de plantas seja considerado em

muitos casos, a unica medida eficiente e economicamente viavel de garantir
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produtividade e qualidade visadas pela agricultura moderna, o uso continuo pode
promover a selecdo de fungos patogénicos resistentes.

Venturini, Blanco e Oria (2002) relatam que o timol e citral foram os
componentes do 6leo essencial de C. citratus e T. vulgaris que apresentaram
maior atividade fungicida in vitro contra P. expansum, entre muitos outros
compostos antimicrobianos testados.

O mecanismo da atividade antimicrobiana de o6leos essenciais esta
relacionado principalmente, a presenga de compostos fenolicos, que sdo capazes
de dissolver na membrana microbiana e penetrar no interior da célula. As
diferencas nos resultados ao testar Oleos essenciais para a atividade
antimicrobiana podem estar relacionadas principalmente ao ensaio técnico, o
meio de crescimento, o microrganismo a ser testado, bem como a composi¢do do
6leo essencial, que depende da espécie vegetal, do clima e das condi¢des de
cultivo (IRKIN; KORUKLUOGLU, 2009).

Segundo Cakir et al. (2005) constataram efeito fungicida do oleo
essencial de Hypericum linarioides Bosse em seis espécies do género Fusarium
(F. acuminatum, F. culmorum, F. equiseti, F. oxysporum, F. sambucinum e F.
solani). Bajpai, Rahman e Kang (2007), estudando o efeito fungitoxico do dleo
essencial de Metasequoia glyptostroboides, sobre fungos pertencentes ao género
Fusarium e outros, observaram que esse 0leo essencial na concentragdo de 1000
mg mL"', causou uma inibi¢do micelial de 63% sobre Fusarium oxysporum e
Colletotricum capsici, 70% sobre Phytophthora capsici, 56% sobre Botrytis
cinerea e Sclerotiorum sclerotiorum e 68% sobre Fusarium solani,
demonstrando, assim, a atividade fungitoxica desse O6leo. A atividade
nematostatica e nematicida dos oleos essenciais de alecrim pimenta e capim
citronela sobre Meloidogyne incognita foi demonstrada por Moreira, Santos e
Inneco (2009).
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Assim, a busca de métodos de controle alternativo, como a exploragdo
da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes em plantas
medicinais e a indugdo de resisténcia, torna-se necessaria para atender as normas
de qualidade do mercado externo, principalmente em relacdo a extingdo e/ou
substituicdo do uso de produtos quimicos (agrotoxicos) por produtos bioldgicos

ou fitorreguladores (ROZWALKA, 2006).

2.8 Inducdo de resisténcia em vegetais

Segundo Chester (1933) a indugdo de resisténcia em plantas a patdogenos
¢ conhecida ha mais de 50 anos, mas somente muito tempo depois, o fendmeno
comegou a ser investigado de forma mais direcionada para uma aplicagdo
pratica, visando aumentar a produtividade de culturas pelo controle de
enfermidades de plantas.

A indugdo de resisténcia pode ser chamada de resisténcia sistémica
adquirida, ou de indugdo de protecdo ou imunidade adquirida e envolve a
ativacdo de mecanismos de defesa latente, existentes nas plantas, em resposta ao
tratamento com agentes bidticos ou abidticos. A importancia de inducao de
resisténcia em plantas foi documentada em dois trabalhos fundamentais, os de
Chester (1933) e Galimann (1946), em que os autores demonstraram,
trabalhando com sistemas diferentes, que plantas inoculadas com
microrganismos atenuados ficavam protegidas contra subsequente infecgdes
pelo mesmo microrganismo ou contra outros semelhantes.

Segundo Colson e Deverall (1996), as plantas possuem seus proprios
mecanismos de defesa que sdo altamente eficientes, e € preciso que se aprenda a
desenvolver a tecnologia especifica para ativa-los.

A agricultura moderna tem aumentado tanto sua potencialidade de

produgdo, quanto a aplicagdo de produtos toxicos para o controle de pragas e
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doencas de plantas. O uso indiscriminado de fungicidas tem causado danos ao
meio ambiente, aos seres vivos e tem favorecido a selecdo de ragas resistentes de
patogenos a essas substancias quimicas (GHINI; KIMATI, 2000).

Segundo Zadoks (1992), termos como ‘“‘agricultura sustentavel” ou
“agricultura alternativa” presumem expressdo politica, estimulando a busca por
novas medidas de protecdo das plantas contra as doengas.

Um dos enfoques da agricultura alternativa é o controle alternativo de
doengas, o qual inclui o controle bioldgico e a inducdo de resisténcia em plantas
(BETTIOL, 1991).

Embora a maioria dos trabalhos enfoque a indugdo de resisténcia por
agentes  bioticos, microrganismos benéficos a plantas, utilizados
experimentalmente e para fins praticos colimando o controle bioldgico de
enfermidades, essa indu¢do de resisténcia pode e tem sido conseguida pela
exposicdo de plantas a certos produtos quimicos sintéticos. Esses ativadores
quimicos de defesas de plantas, entendidos e visualizados como indutores de
SAR/ISR (Resisténcia Sist€émica Adquirida/Resisténcia Sistémica Induzida),
comegam, inclusive, a se constituir uma nova classe de pesticidas (KUNZ;
SCHURTER; MAETZKE, 1997). Tem sido chamado de “fungicidas de quarta
geragdo” por terem um modo de atuacao completamente diferente dos pesticidas
até agora desenvolvidos, posto que ndo exibem efeito direto sobre patogenos,
mas ativam mecanismos de defesa das plantas tornando-as mais resistentes.

A industria de defensivos tem desenvolvido moléculas capazes de
protegerem uma cultura contra os patégenos causadores de doengas apenas pela
indugdo de mecanismos de defesa da planta (ZADOKS, 1997).

Diversos trabalhos mostram o potencial de plantas medicinais no
controle de fitopatdgenos, tanto por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o

crescimento micelial e a germinagdo de esporos, quanto pela capacidade de
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induzir o acimulo de fitoalexinas (SCHWAN-ESTRADA et al.,, 1997),

indicando a presen¢a de moléculas com caracteristica elicitora.
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CAPITULO 2 Atividade antifingica de 0leos essenciais sobre Botrytis
cinerea, isolados de morangos /n vitro
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RESUMO

A utilizacdo excessiva de defensivos agricolas como controle ou
prevencao de doencas e pragas nas lavouras vem sendo discutida, pelos
problemas e danos a saide do homem e ao desequilibrio ambiental que
provocam. A cada dia as pessoas procuram uma alimentagcdo mais saudavel e
livre de defensivos agricolas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de
inibi¢do da germinagdo de esporos de Botrytis cinerea, um dos principais fungos
causadores de perdas poés-colheita em morangos. Foram testados os oleos
essenciais de canela (Cinnamomum sp.), erva-baleeira (Cordia verbenaea),
capim-limdo (Cymbopogon citratus), palmarosa (Cymbopogon martinii), cravo-
da-india (Eugenia caryophyllata), camomila (Matricaria recutita), manjericao
(Ocimum basilicum), erva-doce (Pimpinella anisum) e tomilho (Thymus
vulgaris), nas concentragdes de 1,00%, 0,20%, 0,04%. Foram observadas
variagOes significativas no percentual de germinagdo de esporos de Botrytis
cinerea, em fungédo do tipo de 6leo essencial utilizado e da concentragdo do 6leo.
A maioria dos 6leos essenciais apresentou potencial de inibicdo de fungos in
vitro. Houve diferenca na germinagéo dos esporos de Botrytis cinerea para cada
6leo e concentragdo. O unico 6leo que determinou inibigdo da germinagao dos
esporos em todas as concentragdes foi o de Cymbopogon citratus, sendo que, a
excecdo dele, nenhum 6leo foi efetivo na concentragdo de 0,04%.

Palavras-chave: Mofo cinzento. Concentragdo. Inibig3o.
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ABSTRACT

The excessive use of pesticides as a control or prevention of diseases
and pests in crops has been discussed, by problems and damage to human health
and causing environmental imbalance. Every day people are looking for a
healthier diet and free of pesticides. The objective of this study was to evaluate
the inhibition potential of spore germination of Botrytis cinerea, a fungus of the
main causes of post-harvest losses in strawberries. The essential oils of
cinnamon were tested (Cinnamomum sp.), herb whaling (Cordia verbenaea),
lemon grass (Cymbopogon citratus), palmarosa (Cymbopogon martinii),
carnation of india (Eugenia caryophyllata), chamomile (Matricaria recutita),
basil (Ocimum basilicum), fennel (Pimpinella anisum) e thyme (Thymus
vulgaris), in the concentrations of 1.00%, 0.20%, 0.04%. There were significant
changes in the percentage of germination from spores of Botrytis cinerea,
according to the type of essential oil used and the concentration of oil. Most
essential oils showed inhibition potential of fungi in vitro. There were
differences in spore germination of Botrytis cinerea for each oil and
concentration. The oil that determined inhibition of spore germination at all
concentrations was of Cymbopogon citratus, and except for it, no oil was
effective at a concentration of 0.04%.

Keywords: Gray mold. Concentration. Inhibition.
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1 INTRODUCAO

Morango (Fragaria x ananassa), pseudofruto altamente perecivel, deve
ser colhido em plena maturidade para alcangar a maxima qualidade em termos
de aparéncia visual (frescor, cor e auséncia de deterioragdo ou doengas), textura
(suculéncia, firmeza), sabor e valor nutricional (vitaminas, minerais e fibra
alimentar). Mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea, ¢ a doenca de pos-
colheita mais significativa economicamente na cultura do morango
(HERNANDEZ-MUNOZ, 2008).

A utilizag@o de 6leos essenciais extraidos de plantas medicinais, como
controle alternativo de patdgenos, ¢ uma forma de prover um controle sem
desencadear os problemas provocados pelos defensivos sintéticos quimicos e
deixar residuos toxicos para o ser humano.

Jacometti, Wratten e Walter (2010) citam que 6leos essenciais (volateis
ou etéreos), sdo concentrados de plantas que contém compostos de aroma. Esses
6leos naturais contém compostos bioativos que podem efetivamente controlar B.
cinerea, mas nas concentragdes necessarias para serem eficazes sdo
frequentemente toxicos para a planta ou deixam residuos, o que pode alterar o
sabor e odor dos frutos. Os Oleos essenciais atuam no vegetal como um
mecanismo de defesa contra microrganismos fitopatogénicos. Muitos Oleos
essenciais tém-se mostrado eficazes na inibi¢do B. cinerea in vitro (TEGEGNE;
PRETORIUS, 2007).

O objetivo do trabalho foi verificar a inibi¢do da germinagdo de esporos
in vitro de Botrytis cinerea isolado de frutos de morangueiro utilizando 9 6leos
essenciais: Cymbopogon citratus (capim-limdo), Cymbopogon martinii
(palmarosa), Cinnamomum sp.(canela), Ocimum basilicum (manjericdo), Cordia

verbenacea (erva-baleeira), Eugenia caryophyllata (cravo-da-india), Pimpinella
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anisum (erva-doce), Thymus wvulgaris (tomilho) e Matricaria recutita
(camomila), em 3 doses diferentes: 1,00%; 0,20% e 0,04%.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do isolado do patégeno

Isolados de Botrytis cinerea foram obtidos de pseudofrutos de
morangueiro, cultivados num plantio experimental na Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Para obtencdo de isolados do patdgeno, os morangos foram
acondicionados individualmente em camaras umidas (embalagens plasticas
tampadas e com algoddo umedecido), mantidas a temperatura média de 25 °C.
Por meio de isolamento direto, estruturas fungicas caracterizadas por uma massa
de esporos de coloragdo cinza, foram transferidas para placas de Petri contendo
o meio de cultura Batata-dextrose-agar (BDA), com auxilio de um estilete, em
condicdes assépticas, sendo as placas mantidas em estufa a 25 + 2 °C no escuro

durante 7 dias.

2.2 Avaliacao da atividade antifungica

Para a avaliacdo do potencial de inibi¢do e/ou agdo fungicida sobre a
germinagdo de esporos de Botrytis cinerea, foram selecionados 9 Oleos
essenciais de plantas medicinais: Cymbopogon citratus (capim-liméo),
Cymbopogon martinii  (palmarosa), Cinnamomum sp.(canela), Ocimum
basilicum (manjericdo), Cordia verbenacea (erva-baleeira), Eugenia
caryophyllata (cravo-da-india), Pimpinella anisum (erva-doce), Thymus vulgaris
(tomilho) e Matricaria recutita (camomila), utilizando 3 concentra¢des: 1,00%;
0,20% e 0,04%.

Para avaliacdo do efeito in vitro sobre a germinag@o dos esporos de
Botrytis cinerea utilizou-se a seguinte metodologia: uma aliquota de 40uL da

suspensdo de esporos (1 x 10” esporos mL™) de Botrytis cinerea e 40uL da
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solucdo preparada dos oleos essenciais foram colocados em células de placa
ELISA e incubadas no escuro a 25°C por 24h.

Apbs esse periodo foi realizada a avaliagdo pela contagem dos esporos
germinados ao microscopio 6tico, sendo que cada célula continha cerca de 100
esporos. Foram considerados germinados os esporos que apresentaram tubo
germinativo no inicio da emissdo. Utilizou-se como controle 4dgua destilada

esterilizada.

2.3 Delineamento estatistico

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente
Casualisado (DIC) com 3 repeti¢des para cada um dos 10 tratamentos com 6leo.
Os resultados foram submetidos a analise de varidncia. A analise de regressao
foi utilizada para avaliacdo das concentracdes e o teste de Scott-Knott (5%) para
comparagdo dos diferentes tratamentos com os 6leos essenciais. As analises

foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Sisvar.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observaram-se variagdes significativas no percentual de germinagdo de
esporos de Botrytis cinerea, em fungdo do tipo de 6leo essencial utilizado e da
concentragdo do 6leo (Tabela 1). Apenas o 6leo de Cymbopogon citratus foi
efetivo na redugdo da germinagdo de esporos na concentragdo de 0,04%, sendo
que sua eficicia ndo diferiu estatisticamente em funcdo da concentragdo
utilizada. Cymbopogon citratus e Cymbopogon martinii foram os mais efetivos
na concentragdo de 0,20%, seguidos de Ocimum basilicum, Pimpinella anisum,
Cinnamomum sp e Matricaria recutita. Cymbopogon citratus e Cymbopogon
martinii continuaram sendo os mais efetivos na concentragdo de 1%, juntamente
com Cinnamomum sp, seguidos de Ocimum basilicum e Cordia verbenacea.
Thymus vulgaris e Eugenia caryophyllata ndo apresentaram eficacia em
nenhuma concentragdo utilizada. As concentragdes de 0,20% e 1% foram mais
efetivas que 0,04%, na contengdo de germinacdo de esporos, para os 6leos de
Ocimum basilicum, Cinnamomum sp, e Cymbopogon martinii. Para Cordia
verbenacea, apenas a concentragdo 1% se mostrou mais efetiva que 0,04% e
para Pimpinella anisum e Matricaria recutita, apenas a concentra¢do 0,20%.
Logo, ndo se observou um efeito consistente e sistematico do aumento da
concentragdo sobre a diminuicdo de germinagdo de esporos, considerando-se os
diferentes oleos essenciais utilizados. Com base na analise estatistica e menor
concentragdo efetiva na contengdo de germinagdo de esporos de Botrytis
cinerea, destacaram-se os 6leos de Cymbopogon citratus a 0,04%, Cymbopogon
martinii a 0,2% e Cinnamomum sp, a 1%.

A maioria dos 6leos essenciais apresenta potencial de inibi¢do de fungos
in vitro. Houve diferenga na germinagdo dos esporos de Botrytis cinerea para
cada o6leo e concentra¢do. Grande parte da germinagao foi inibida pelas maiores

concentragdes de 6leos (Cinnamomum sp. e Ocimum basilicum) (Tabela 1).
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Tabelal Teste de concentracdes de 6leos essenciais de plantas medicinais na
inibicdo da germinagdo de esporos de Botrytis cinerea isolado de
frutos de morango

% de inibicdo de germinacao de esporos

Oleos Concentracio

1% 0,20% 0,04%
Cymbopogon citratus (capim-liméo) 83,3 Aa 74,7 Aa 62 Aa
Cymbopogon martinii (palmarosa) 76,7 Aa 58,7 Aa 10 Bb
Cinnamomum sp.(canela) 68,7 Aa 41,3 Bb 0Bc
Ocimum basilicum (manjericéo) 42 Ba 32,7Ba 0 Bb
Cordia verbenacea (erva-baleeira) 36,7 Ba 0Cb 0 Bb
Eugenia caryophyllata (cravo-da-india) 10 Ca 0Ca 0Ba
Pimpinella anisum (erva-doce) 0Cb 45,3 Ba 0Bb
Thymus vulgaris (tomilho) 0Ca 0Ca 0Ba
Matricaria recutita (camomila) 0Cb 23,3 Ba 0Bb
Agua( test.) 0 Ca 0 Ca 0 Ba

Médias seguidas da mesma letra, mintscula na linha e maitiscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott

De acordo com os resultados obtidos por Medeiros (2011), o oleo
essencial de capim-limdo foi o mais eficiente no controle do crescimento de
mesofilos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras, determinando a reducdo de
aproximadamente 2 ciclos Log em relagdo ao tratamento-controle.

Tzortzakis (2009) observou redugdo no desenvolvimento das coldnias de
Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Rhizopus
stolonifer and Aspergillus niger, na presenga do vapor do 6leo essencial de
canela (Cinnamomum zeylanicum L.) entre 25 e 500 ppm, in vitro. Em
comparagdo ao controle, a esporulagdo foi inibida até 63% a 25 ppm; e,
completamente inibida a 500 ppm.

A inibi¢do da germinacdo ¢ fundamental no controle das doengas, pois
esse tipo de propagulo geralmente ¢ o ponto inicial da infec¢do propriamente
dita. Para o uso efetivo dos 6leos essenciais e seu sucesso ¢ preciso que eles ndo
apenas inibam o crescimento micelial do patdgeno, mas também inibam a

germinacdo de seus esporos (ABREU, 2006).
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Tzortzakis e Economakis (2007) obervaram reducdo significativa no
desenvolvimento das colonias de Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea,
Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer ¢ Aspergillus niger, entre 25 e 500
ppm (que equivale a 0, 0025% e 0,05%) na presenca do dleo essencial de capim-
limdo (Cympopogon citratus), inibi¢do completa de esporulagdo a 500 ppm e,
reduzida até 70% a 25 ppm em comparagdo ao controle. Observou-se no
presente estudo que as concentragdes (0,04%, 0,2% e 1%) mostraram poder
inibitorio na germinacgdo dos esporos fungicos, sendo que a concentracdo de 1%
apresentou maior poder na inibigao.

Tripathi, Dubey e Shukla (2008), ao comparar a concentragdo minima
inibitoria (MIC) dos 6leos sintéticos com alguns fungicidas observaram que os
6leos mostraram ser mais ativos do que os pesticidas sintéticos, como o MIC dos
0leos mostraram ser menores em relagdo aos fungicidas sintéticos.
Normalmente, agentes fungitoxicos de origem vegetal encontrados nao sao
prejudiciais para os alimentos tratados e em alguns casos, eles t€ém mostrado
efeito positivo no aumento na vida util dos alimentos. Com a comprovagao da
inibicdo da germinacdo de esporos de Botrytis cinerea in vitro, sugere-se a
realizagdo de testes em campo, com os dleos essenciais de Cymbopogon citratus,
Cymbopogon martinii, Cinnamomum sp.

Bhaskara Reddy (1998) verificou a inibi¢do de Botrytis cinerea (26,5-
63,5% ¢ 36,9 a 90,5%) e Rhizopus stolonifer (5,5 a 50,5% e 11,5-65,8 %),
patdogenos comuns de armazenamento de morangos (Fragaria ananassa) pelos
compostos volateis dos tipos clonais Laval-1 e Laval-2, nas concentragdes de 50
a 200 ppm, do Oleo essencial de Thymus vulgaris (tomilho), in vitro. As
concentragdes de (0,04%, 0,2% e 1%) testadas no presente estudo ndo foram
habeis em inibir a germina¢do dos esporos de Botrytis cinerea tratados com

Thymus vulgaris.
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Nio foi verificada a inibi¢do da germinag¢do dos esporos de Botrytis
cinerea para o tratamento com Eugenia caryophyllata, nas concentragdes a 0,2%
e 0,04%. Esses resultados contrastam com avaliagdo feita por Amaral e Bara
(2005) referente a influéncia da atividade antifingica do 6leo de cravo em
concentragdes de 0,1 a 0,5% sobre fitopatdgenos presentes em sementes de
arroz, feijao, soja e milho. Silva (2008) descreve ainda que houve diminui¢do do
crescimento micelial do fungo Rhizopus stolonifer, em meio de cultura com 6leo

essencial de cravo, em concentragdes de 200, 400, 600 e 800 mg mL".
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4 CONCLUSOES

O aumento da concentracdo dos oOleos essenciais utilizados ndo
determina um efeito consistente e sistematico sobre a diminui¢do de germinagao
de esporos de Botrytis cinerea.

Os o6leos de Cymbopogon citratus a 0,04%, Cymbopogon martinii a
0,2% e Cinnamomum sp, a 1%, destacam-se na contengdo de germinagdo de
esporos de Botrytis cinerea, com base na andlise estatistica e menor

concentragdo efetiva.
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CAPITULO 3 Qualidade pés-colheita de morangos organicos tratados com
6leos essenciais na pré-colheita
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o controle de Botrytis
cinerea as caracteristicas fisico-quimicas de morangos tratados em pré-colheita
com Oleos essenciais de plantas medicinais e armazenados sob temperaturas de
5 °C e 25°C durante 8 dias. Foram feitas as seguintes andlises: firmeza, acidez
titulavel (AT), relagdo SS/AT, pH, compostos fendlicos, antocianinas,
fenilalanina, peroxidase, além da analise microbiologica. As variaveis firmeza,
acidez titulavel (AT) e pH nao foram influenciadas pelas intera¢des (Tempo x
Tratamento). As varidveis compostos fenolicos e FAL (Fenilalanina Amonia
Liase) foram observadas com influéncia significativa pela interagdo temperatura
x tempo. Para a concentragdo de antocianinas foi observado que o quarto dia e o
sexto apresentaram diferencas significativas para a 25°C para os tratamento com
Cymbopogon citratus, sendo que no sexto dia se destacaram também os
tratamentos com Ocimum basilicum e Eugenia caryophyllata. Para a peroxidase
houve interacdo significativa dos tratamentos dentro da temperatura de
armazenamento, todos os 5 tratamentos apresentaram variacdo dentro de alguma
temperatura.Quanto a avaliagdo microbiologica, os pseudofrutos nao
apresentaram niveis detectaveis de microrganismos patogénicos a saude
humana. Nao foi constatado o crescimento de Botrytis cinerea durante o
armazenamento dos frutos a 5 °C e a 25°C.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa. Oleos essenciais. Armazenamento.
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ABSTRACT

The present study had as objective to evaluate the control of Botrytis
cinerea the physic-chemical characteristics of strawberries treated pre-harvest
with essential oils of medicinal plants and stored at 5°C and 25°C during 8 days.
There were made the following analysis: firmness, titratable acidity (TA),
SS/TA, pH, phenolic compounds, anthocyanins, phenylalanine, peroxidase, and
microbiological analysis. The variable firmness, titratable acidity (TA) and pH
were not affected by interactions (Time x Treatment). The variables phenolic
compounds and PAL were observed with significantly influenced by the
interaction temperature x time. For the anthocyanins concentration was observed
that the fourth and sixth days showed significant differences at 25°C for the
treatment with Cymbopogon citratus, and on the sixth day was also highlighted
the treatments with Ocimum basilicum and Eugenia caryophyllata. For
peroxidase there was significant interaction of treatments within the storage
temperature, all the five treatments showed variation within some temperature.
As for the microbiological evaluation pseudofruits no present detected levels of
microorganisms pathogens on human health. There was no growth observed of
Botrytis cinerea during storage of fruits at 5°C and to 25°C.

Keywords: Fragaria x ananassa. Essencial oil. Storage.
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1 INTRODUCAO

Morangos sao altamente pereciveis, com uma vida pos-colheita curta. A
preservagdo pos-colheita de morangos frescos ¢ muito complexa devido a uma
atividade metabdlica alta, alta taxa de respiragdo (50-100 mL de CO, kg'h' a
20°C). A curta vida pos-colheita limita sua comercializagdo e as perdas podem
chegar a até 40% durante o armazenamento. Métodos de conservagdo adequados
podem minimizar as perdas e prolongar a vida util (CANER; ADAY; DEMIR,
2008).

A deterioragdo pos-colheita de morangos causada por Botrytis cinerea
(podriddo mofo cinzento) representa uma grande perda durante o
armazenamento e transporte. O controle desse fungo durante o armazenamento
pode ser alcangado por processos fisicos € métodos quimicos. A exposi¢do as
elevadas e baixas temperaturas de armazenamento sdo eficazes na reducdo do
desenvolvimento dos fungos. Entretanto, apenas o armazenamento a baixa
temperatura ndo ¢ suficiente para prolongar o tempo de armazenamento para
atender mercados distantes. Bhaskara Reddy et al. (1998) observaram que a
aplicacdo de fungicidas demonstra ser o método mais eficaz na redugdo de
doencas pos-colheita de morangos .

O mercado consumidor de morangos frescos exige, cada vez mais,
pseudofrutos com excelente padrio de qualidade, valorizando os atributos
sensoriais, em especial o sabor e a coloragdo vermelha, bem como a auséncia de
defeitos. O morango apresenta muitas vezes uma imagem negativa perante o
consumidor, pelo fato de ser produzido as expensas de aplicagdes excessivas de
defensivos e fertilizantes agricolas,em fun¢ao da alta suscetibilidade a patdgenos
e exigéncia nutricional.

Propriedades antimicrobianas de oleos essenciais de varias espécies

vegetais tém provado afetar o desenvolvimento de fungos in vitro e in vivo, em
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varios produtos horticolas. Compostos secundarios presentes em plantas
medicinais podem desempenhar fun¢des importantes em interagdes planta-
patogeno, por meio de acdo antimicrobiana direta ou ativando mecanismos de
defesa de plantas que venham a ser tratadas com esses compostos (BONALDO
et al., 2004).

Segundo Mazaro (2007), a indugdo de resisténcia pode induzir a
formag@o de compostos fenolicos, ativar as enzimas fenilalanina aménia liase e
peroxidase. Pode atuar ainda na inibigdo de enzimas de desestruturacdo da
parede celular sintetizada por fungos, como a poligalacturonase, pectinaliase e
celulase, e nos compostos tais como acidos organicos (oxalico e fumarico).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de 6leos
essenciais, armazenamento e temperatura (5°C e 25°C) no controle de Botrytis
cinerea e nas caracteristicas fisico-quimicas de morangos armazenados por um

periodo de 8 dias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local, clima e solo

O experimento foi conduzido na Area de Pesquisa em Producio
Organica de Hortalicas (APPOH) da Embrapa Hortalicas em Brasilia, DF,
situada na BR 060, Km 09, a uma atitude de 1150m. A variedade de morango

selecionada foi a Oso Grande.

2.2 Tratamento em campo

Para testes em campo foram escolhidos 4 6leos: canela (Cinnamomum
sp..), capim-limdo (Cymbopogon citratus), cravo-da-india (Eugenia
caryophyllata) e manjericdo (Ocimum basilicum), numa concentragdo de 0,20%.
Aplicou-se a cada 15 dias até a 10* colheita, sendo os pseudofrutos usados para
montagem do experimento oriundos da 8" colheita. A primeira aplicagdo em
campo foi realizada 15 dias apos o transplantio das mudas de morangueiro.

A pulverizagdo de 35 a 40 mL de calda por planta foi feita com
pulverizador manual, modelo “Super Spray” com um reservatorio de capacidade
util de 5L, com uma pressdo de trabalho de 7,0 a 12,6kjf/cm2, sendo uma
pulverizagdo uniforme até o inicio do escorrimento da calda nas plantas. A calda
foi preparada com agua destilada, 6leo e detergente neutro como agente adesivo.

A testemunha foi tratada com agua.
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2.3 Colheita dos frutos e armazenamento

Os frutos colhidos foram acondicionados em recipientes de polietileno
tereftalato (PET) e transportados para o laboratério de pos-colheita de frutas e
hortalicas da Embrapa Hortali¢as — DF.

Os frutos com massa entre 13-15g e 75% da superficie com coloragao
avermelhada foram selecionados. Os frutos com danos fisicos e mecanicos
foram descartados (amassamentos, com lesdes causadas por insetos ou
patdgenos, frutos sem sépalas ou célice).

Apos selecdo, os frutos foram armazenados sob temperatura ambiente
(25°C £ 2°C) e umidade relativa (UR) variando entre 80 a 85% simulando as
condi¢des de mercado e sob 5 °C com 90-95% (UR), durante 8 dias.

As avalia¢des foram realizadas a cada 2 dias: Tempo 0: dia da colheita;
Tempo 1: 2 dias apds a colheita; Tempo 2: 4 dias apds a colheita; Tempo 3: 6

dias apds a colheita; Tempo 4: 8 dias apds a colheita.

2.4 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em fatorial 5 x 2 x 5, sendo os fatores cinco niveis de 6leo essencial, dois niveis
do fator temperatura e 5 periodos de avaliagdo durante o armazenamento, com
trés repetigdes. A parcela experimental consistiu de cinco morangos, que foram
acondicionados em embalagens PET.

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia. A analise de
regressao foi utilizada para avaliagdo das variaveis em funcdo do tempo de
armazenamento ¢ o teste de Tukey (5%) para comparagdo das diferentes
temperaturas e dos diferentes tratamentos com os 6leos essenciais. As analises

foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Sisvar.
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2.5 Firmeza

A firmeza foi determinada nos frutos inteiros na regido equatorial com
penetrometro manual, com sonda de Smm de didmetro e os resultados foram

expressos em quilograma-forga (kg/f).

2.6 Acidez titulavel (AT) e pH

O pH foi determinado utilizando-se um pHmetro, pH metromicropro-
cessado Quimis®, segundo a Association of Oficial Analytical Chemists - AOAC
(1998).

A acidez titulavel foi determinada em um titulador automatico Metrohm
655 Dosimat com solugdo de hidroxido de s6dio (NaOH) 0,IN, até que a
solucdo atingisse um pH de 8,2. Utilizou-se 10 g de massa fresca, diluidos em 50
mL de agua destilada, em triplicata. Os resultados foram expressos em

porcentagem de acido citrico.

2.7 Sélidos Soluveis (SS)

O teor de so6lidos soluveis foi determinado por refratometria, conforme
as normas da AOAC (1998), utilizando-se de refratometro digital ATAGO® e

os resultados foram expressos em °Brix.
2.8 Determinacdo de fenolicos totais
O teor de compostos fenodlicos totais foi determinado utilizando o

reagente Folin-Ciocalteu. Cem miligramas de amostra foram agitados por 20

min. com metanol a temperatura ambiente em um agitador a 200 rpm. A mistura
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foi centrifugada a 5000 rpm por 10 min. e do sobrenadante foi retirada uma
aliquota de 600 uL que foi misturada com 2000 pL de carbonato de sodio a
20%, 1000 pL de Folin-Ciocalteu e 400 pL de etanol. A mistura foi agitada e
centrifugada por mais 15 minutos e deixada em repouso por mais 20 minutos. A
absorbancia foi medida em 735nm com espectrofotometro UV-Vis (Biospectro
SP 220). Os resultados foram expressos em mgAG. 100g™" amostra (NUUTILA
et al., 2003).

2.9 Determinacao de antocianinas

Para a determinagdo de antocianinas pesou-se 1g de amostra extraindo-
as em solucdo etanol-HCI (1,5N). Apds homogeneizagdo as amostras ficaram em
repouso por 12 h sob refrigeragdo e apos esse periodo efetuou-se a leitura. As
leituras espectrofotométricas foram feitas a 535nm e os resultados foram

expressos em mg.100g™" de amostra fresca (FIGUEREDO et al., 2008).

2.10 Atividade da fenilalanina aménia liase (FAL)

A atividade da FAL foi estimada com base na diferenga de absorbancia
resultante da conversdo da fenilalanina em 4cido transcinanico (HYODO,;
KUROOA; YANG, 1978). Um grama da amostra foi macerado e acrescentado
3mL da solug@o-tampao TRIS, contendo ImM de EDTA. Em seguida a mistura
foi homogeneizada e centrifugada por 10 minutos a 10.000g a 4°C e do
sobrenadante foi retirada uma aliquota de 0,5mL, acrescentado 2mL de tampao
TRIS e 0,5mL de solucao de fenilalanina. A mistura foi incubada por 30 minutos
a 40°C. A absorbancia das amostras foi determinada a 290 nm. A atividade
enzimatica foi expressa em unidade de atividade enzimatica por minuto por

grama de amostra (UAE. min".g"' de amostra).
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2.11 Atividade da peroxidase (PER)

A atividade da PER foi estimada com base na diferenca de absorbancia,
produzida com a oxida¢do do guaiacol e concomitante reducdo do perdxido de
hidrogénio (DANN; DEVERALL, 2000). Um grama da amostra foi pesado,
macerado e acrescentado 3mL da solugdo-tampao de acetato de sddio contendo
Imm de EDTA. A mistura foi homogeneizada e centrifugada por 10 minutos a
10.000g a 4°C. Pipetou-se para uma cubeta espectrofotométrica 50uL de
guaiacol, 0,5mL de peroxido de hidrogénio e 2 mL de tampao de sddio e por fim
adicionou-se 50uL de extrato enzimatico. As leituras espectrofotométricas foram
feitas a 470nm. A atividade da peroxidase foi expressa em unidade de atividade

enzimatica por minuto por grama de amostra (UAE. min™.g”" de amostra).

2.12 Avaliacdo da incidéncia de Botrytis cinerea (mofo cinzento) e
aparéncia

Para a avaliagdo da incidéncia de Botrytis cinerea, amostras de
pseudofrutos de cada tratamento em campo foram colhidas e acondicionadas em
camara umida.

A incidéncia de pseudofrutos infectados foi determinada pela analise
visual diaria dos sintomas e sinais tipicos de B. cinerea, e microscopica para a
confirmagdo mediante observagdo das estruturas do patogeno. Neste presente
trabalho foi avaliado o patdgeno B. cinerea, ndo descartando a possibilidade de
se avaliar posteriores patdgenos decorrentes na pos-colheita.

A avaliagdo da aparéncia foi feita de forma visual, levando em
consideracdo os aspectos fisicos dos morangos, os quais estavam aptos ou nao

para andlise e consumo.
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2.13 Avaliacé@o microbioldgica

Coletou-se as amostras dos frutos maduros e encaminhou-se para
analise, sendo divididas em 2 tipos de amostras: lavadas e ndo lavadas para
identificagdo de Salmonella e Coliformes Termotolerantes, realizadas pelo
Laboratorio SabinBiotec Biotecnologia S/A, sendo utilizada a metodologia

determinada pela Instru¢do Normativa n® 62 de 26/08/03 (BRASIL, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Firmeza, Acidez titulavel (AT), SS/AT e pH

As varidveis firmeza, acidez titulavel (AT), pH e solidos soluveis (SS)
foram influenciadas apenas pela interagdo tempo x temperatura de
armazenamento, ndo tendo sido influenciadas pelo tratamento com oOleos
essenciais (Graficos 1-4).

Tendéncia de queda na firmeza de morangos foi observada até o quarto
dia (0,24 ¢ 0,50 kgf) de armazenamento, independente da temperatura, embora
mais acentuada nos pseudofrutos armazenados a 25°C. Morangos armazenados
a 5°C mostraram-se mais firmes que aqueles armazenados a 25°C.

A queda da firmeza representa o amaciamento do fruto. Logo, a
manutencdo da firmeza da polpa dos morangos ¢é importante para o
prolongamento de sua vida pds-colheita. Os resultados demonstrados na Figura
1 confirmam o efeito positivo da refrigeracdo na contengdo do amaciamento e
consequentemente, no prolongamento da vida util de morangos. Frutos mais
firmes, em geral, estdo associados a melhor conservagao e aspecto visual, sendo,
portanto, preferidos pelos consumidores (CALEGARO; PEZZI; BENDER,
2002). Em geral, o teor de 4cidos orgénicos diminui com o amadurecimento de
frutos, tal como eles sdo utilizados como substrato ou sdo convertidos em
acucares (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Além disso, os compostos
fendlicos também t€m um carater acidico e podem de alguma forma contribuir
para a acidez na polpa.

A natural perda da firmeza nos pseudofrutos pode estar relacionada com
a solubilizacdo das pectinas, uma vez que o processo de solubilizagdo das

substancias pécticas contribui para o amaciamento dos tecidos das frutas em
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decorréncia da redugdo da forca de coesdo entre as células (CHITARRA,;
CHITARRA, 2005).

©
N
D
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£ <040
0,30 LI s YR
s°C m2s°C el L]
oo * "D .
y(5°C)=0,0175x*- 0,47x +0,802;R2=0,9757 T TtccceestT b
0,10 | y(25°C)=0,0294x2-0,2798x +0,8155;R2=0,9573
0,00 T T T 1
0 2 4 6 8

Armazenamento (dias)

Grafico 1 Valores médios de firmeza em morangos organicos armazenados
durante 8 dias a 5°C e 25°C. Brasilia, DF, 2010

Observou-se elevagdo do pH de morangos armazenados a 25°C, ao
longo do armazenamento, enquanto o pH de morangos armazenados a 5°C
manteve-se estavel, elevando-se apenas a partir do 6° dia. A temperatura ndo
determinou variagdes significativas no pH dos pseudofrutos, durante o
armazenamento (Grafico 2).

Os valores de pH foram similares aos observados por Padua et al
(2006); o pH do morango ¢ 4cido e variavel de acordo com o estiddio de
desenvolvimento do fruto. Os frutos verdes possuem pH de 3,5 a 4,6, que reduz
até 3,1 a 3,3 quando os frutos atingem o estagio branco, provavelmente como
resultado do aumento da sintese de acidos organicos, porém quando os frutos
amadurecem e os acidos organicos sdo metabolizados ou diluidos, pelo aumento

do volume celular, o pH aumenta para 3,5 a 3,7.



56

3,75
y(5°C)= 0,0024x3 - 0,0243x2 +0,0572x +3,5207;R2=0,7012
3.7 ¥(25°C)=-0,0075x> +0,087x +3,434: R2= 0,99 18

3.65 *5°C  m25°C Leve g a

3,6

pH

34 ; ; ; ‘
0 2 4 6 8

Armazenamento (dias)

Grafico 2 Valores médios de pH em morangos orgénicos armazenados durante 8
dias a 5°C e 25°C. Brasilia, DF, 2010

As temperaturas de armazenamento ndo determinaram diferengas
significativas, ao longo do periodo de armazenamento, para a variavel AT, sendo
que a AT oscilou ligeiramente (0,12 a 0,16%), independente da temperatura ao
longo do armazenamento (Grafico 3). De acordo com Calegaro, Pezzi e Bender
(2002), os acidos organicos tendem a diminuir durante o amadurecimento dos
frutos, em virtude de sua utilizacdo como substrato respiratdrio, o que nio foi
observado nos morangos armazenados por até oito dias, no presente
experimento.

Em geral, o teor de acidos organicos diminui com o amadurecimento de
frutos, tal como eles sdo utilizados como substrato ou sdo convertidos em
acucares (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Além disso, os compostos
fendlicos também t€m um carater acidico e podem de alguma forma contribuir
para a acidez na polpa.

Os valores de AT observados no Grafico 3, entre 0,12 ¢ 0,16 %, sdo
inferiores aos descritos por Domingues (2000), entre 0,85 ¢ 0,99 e por Campos,
Kwiatkowski e Clemente (2011), que foi de 1,03 % considerando-se o 4cido

citrico como predominante.
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Grafico 3 Valores médios de acidez titulavel em morangos organicos
armazenados durante 8 dias a 5°C e 25°C. Brasilia, DF, 2010

De acordo com o Grafico 4, houve um aumento na concentracdo de SS
ao final do armazenamento dos morangos para ambas as temperaturas.

Galletta et al. (1995) relataram que o teor de SS em morangos situa-se,
geralmente na faixa de 7-12%, dependendo do genoétipo. Braga et al. (2011)
observaram, em morangos cultivados sob sistema orgénico, SS de 10,9% em
Camarosa, 9,3% em Festival; 7,9% em Oso Grande ¢ 8,9% em Camino Real.
Observou-se no presente estudo que as médias de SS estdo abaixo dos valores
verificados pelos autores citados acima.

Segundo Kallio et al. (2000), os teores de aglicares em morangos,
principais representantes dos SS, sdo considerados importantes fatores de
qualidade tanto pelos consumidores e pela industria de alimentos. Alguns fatores
podem afetar a quantidade de acgtcar nos frutos, como, estadio de maturacio,

idade das plantas, a qualidade de solo e genotipo da variedade.
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Grafico 4 Valores médios de solidos soluveis totais em morangos organicos
armazenados durante 8 dias a 5°C ¢ 25°C. Brasilia, DF, 2010

A variavel SS/AT foi influenciada pelas interagdes tempo x Oleo
(Grafico 5) e tempo x temperatura (Grafico 6).

Independentemente dos Oleos essenciais utilizados, observou-se
comportamento quadratico da variavel SS/AT, com elevagdo, nos primeiros dias
de armazenamento, seguida de queda, sendo os menores valores observados ao
final do armazenamento (Grafico 5). Trés tratamentos apresentaram valores
significativos, foram eles Eugenia caryophyllata, Cymbopogon citratus e a
Testemunha.

Observou-se oscilagdo da relacdo SS/AT, ao longo do armazenamento,
sendo que essa variavel nao foi afetada pela temperatura de armazenamento
(Grafico 6).

Cantillano et al. (2008) encontraram valores de SST/ ATT entre 8 ¢ 9,5,
para os cultivares Camino Real, Aromas e Ventana, submetidos ao
armazenamento refrigerado. Os valores obtidos no presente trabalho sio
superiores aos encontrados por este autor, apresentando um potencial mais acido

para a cultivar Oso Grande.
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Grafico 5 Valores médios de SS/AT em morangos organicos armazenados
durante 8 dias e tratados com oOleos essenciais em pré-colheita.
Brasilia, DF, 2010
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Grafico 6 Valores médios de SS/AT em morangos organicos armazenados
durante 8 dias a 5°C e 25°C. Brasilia, DF, 2010
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3.2 Compostos fendlicos totais

A variavel composto fenolicos foi influenciada significativamente pela
interagdo temperatura x tempo (Grafico 7), ndo tendo sido influenciada pelos
tratamentos com o6leos essenciais. Ocorreu diminuicdo dos compostos fendlicos
a partir do 2° e 4° dias de armazenamento dos morangos submetidos a 25° e
5°C, respectivamente, embora nenhuma diferenca tenha sido detectada para essa
variavel, em fungao da temperatura, ao longo do armazenamento.

Cordenunsi et al. (2005) estudaram o efeito da temperatura na
composicdo quimica e capacidade antioxidante de trés cultivares de morango,
observando que em baixas temperaturas os teores de antocianinas e vitamina C
foram afetados negativamente, enquanto os teores de fendlicos totais ndo foram

afetados.
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Grafico 7 Valores médios de compostos fenolicos totais em morangos organicos
armazenados durante 8 dias a 5°C e 25°C. Brasilia, DF, 2010
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Os teores de compostos fenolicos totais dos pseudofrutos armazenados a
5°C e 25°C foram inferiores aos relatados por Kuskoski et al. (2006), que
avaliaram o teor de compostos fenolicos em frutos de clima temperado, como
magd (321-474 mg.100g™), pera (271-408 mg.100g™), kiwi (274,4 mg.100g™),
ameixa (471,4 mg.100g™), uva (117,1 mg.100g™"), amora (118,1 mg.100g™) e
morango (132,1 mg.100g™).

3.3 Antocianinas

As antocianinas foram afetadas significativamente pela interagdo tripla
dos fatores tempo de armazenamento, temperatura e tratamento. O tratamento
com O6leos essenciais determinou diferencgas significativas nas antocianinas de
morangos, apenas no quarto e sexto dias, para os pseudofrutos armazenados a
25°C e no sexto dia, para aqueles armazenados a 5°C (Tabela 1). O tratamento
com o6leo de Cymbopogon citratus determinou maiores teores de antocianinas
em morangos armazenados a 25°C, em comparagdo a testemunha, no quarto dia,
o mesmo acontecendo ao sexto dia, com relagdo ao mesmo 6leo, bem como aos
6leos de Ocimum basilicum e Eugenia caryophyllata. Ja para os pseudofrutos
armazenados por 6 dias a 5°C, notou-se que o Oleo de Cinnamomum sp
determinou maiores concentragcdes de antocianinas em comparagdo ao 6leo de
Eugenia caryophyllata, sendo que nenhuma diferenga foi detectada entre
morangos testemunha e aqueles tratados com 6leos essenciais.

O teor de antocianinas nos pseudofrutos de morangos tende a se
acumular durante o amadurecimento (Nunes et al. 2006), sendo a pelargonidina-
3-glicosidica, a antocianina mais comum encontrada em morango (HOLCROFT;
KADER, 1999)

A temperatura de 25°C determinou maior concentragdo de antocianinas,

no segundo dia de armazenamento, nos pseudofrutos tratados com Cymbopogon
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citratus, no quarto dia, naqueles tratados com Cymbopogon e Testemunha e no
sexto dia, naqueles tratados com Ocimum basilicum, Cymbopogon citratus e
Eugenia caryophyllata. Logo, observou-se uma tendéncia de conten¢do do
acumulo de antocianinas pela refrigeracdo. Os morangos armazenados a 25°C
apresentaram maior coloragdo avermelhada no momento das analises. Gross
(1973) cita que o maior teor de antocianinas no estadio maduro ¢ justificado pela
sintese desses pigmentos que ocorre durante o seu amadurecimento, atingindo o
valor maximo no fruto completamente maduro.

Valores semelhantes do teor de antocianinas foram encontrados por
Calvete et al. (2008) para as cultivares Camarosa (38,01 mg 100 g), Serrano
(56 mg 100 g") e Comander (54 mg 100 g).

Tabela 1 Pigmentos de antocianina em morangos organicos armazenados
durante 8 dias a 5°C e 25°C e tratados com 6leos essenciais em pré-
colheita. Brasilia, DF, 2010

Antocianinas (mgl100g™)

Ocimum  Cymbopogon Cinnamomum Eugenia

Temperatura basilicum citratus sp caryophyllata Testemunha
0 dias

5°C 17.46 Aa 31.30 Aa 26.96 Aa 18.18 Aa 39.39 Aa

25°C 24.96 Aa 25.02 Aa 27.67 Aa 20.38 Aa 35.59 Aa
2 dias

5°C 20.89 Aa 15.68 Ba 24.34 Aa 35.73 Aa 32.58 Aa

25°C 30.94 Aa 53.44 Aa 29.04 Aa 39.51 Aa 36.86 Aa
4 dias

5°C 41.18 Aa 34.87 Ba 41.95 Aa 31.72 Aa 28.21 Ba

25°C 41.51 Abc 8391 Aa 60.67 Abc 31.66 Ac 64.27 Ab
6 dias

5°C 2499 Bab  27.91Bab 54.36 Aa 22.16 Bb 32.97 Aab

25°C 66.95 Aa 62.43 Aa 47.07 Aab 64.93 Aa 30.00 Ab
8 dias

5°C 29.13 Aa 28.83 Aa 35.02 Aa 29.37 Aa 29.63 Aa

25°C - - - - -

Médias seguidas da mesma letra, mintscula na horizontal e maitscula na vertical, dentro
de cada tempo de armazenamento, ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey
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Ayala-Zavala et al. (2004) relataram que as antocianinas diminuiram em
morangos armazenados a 0°C e 5°C durante os primeiros 5 dias, enquanto, os
teores de antocianinas em frutos armazenados a 10°C aumentaram
progressivamente durante o periodo de armazenamento e atingiram seu maior
valor proximo ao final do armazenamento periodo.

O pH destaca-se como o mais importante fator que afeta a coloragdo das

antocianinas (MAZZA; BROUILLARD, 1987).

3.4 Fenilalanina amonia liase (FAL)

A atividade da fenilalanina amoénia liase (FAL) foi influenciada apenas
pela interacdo entre os fatores tempo x temperatura, ndo tendo sido afetada pelo
tratamento com 6leos essenciais, seja isolada, seja interativamente. Ao longo do
armazenamento a 5°C e 25°C, foi observada uma tendéncia linear de aumento da
atividade da FAL. As temperaturas de armazenamento ndo interferiram
diferentemente na atividade da FAL dos morangos, em nenhum dos tempos de
analise (Gréafico 8).

O aumento na atividade da FAL pode ser associado ao acimulo de
antocianinas, visto que a FAL é uma enzima-chave na rota de sintese desses
compostos. Entretanto, o acimulo de antocianinas nos pseudofrutos
armazenados a 25°C, se deu, em geral, até o quarto dia de armazenamento. O
posterior aumento da atividade da FAL pode, entdo, ser associado, a uma reacao
natural do orgdo vegetal ao ataque de patogenos, observado ao final do
armazenamento.

Taiz e Zeiger (2004) relataram que a atividade da FAL pode ser
aumentada por fatores ambientais, tais como baixos niveis de nutrientes, luz e

infecc¢do por fungos.
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Os compostos fendlicos de vegetais sdo biossintetizados de varias
maneiras; nas plantas superiores a maioria dos fendis ¢ derivada, pelo menos em
parte, da fenilalanina, o que indica que o teor de fenolicos aumenta de acordo
com a FAL, mas isso ndo foi constatado no presente trabalho, pois a medida em
que a FAL aumentou ao longo do armazenamento os compostos fenolicos totais

tenderam a diminuir sua concentragao.
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Grafico 8 Valores médios da atividade da FAL em morangos orgénicos
armazenados durante 8 dias a 5°C ¢ 25°C. Brasilia, DF, 2010

3.5 Peroxidase

A variavel peroxidase foi influenciada pela interagdo tempo x
tratamento x temperatura (Tabela 2). Os 6leos essenciais pouco interferiram na
atividade da PER, em comparagdo a testemunha. Maior atividade de PER foi
observada nos pseudofrutos provenientes de plantas tratadas com Ocimum
basilicum, aos 4 e 6 dias de armazenamento a 5°C e aos 4 dias de
armazenamento a 25°C e tratadas com Cinamomum sp. e Eugenia
caryophyllata, aos 2 dias a 5°C e 25°C, respectivamente.

Peroxidase ¢ uma enzima relacionada com o mecanismo de defesa da
planta e um aumento na atividade esta frequentemente associado a incorporacao

progressiva de compostos fendlicos na parede celular durante interagdes planta-
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patégeno (BARBOSA; LARANJEIRA; RILDO, 2008). Logo, a maior atividade
da PER pode estar relacionada ao estimulo dos 6leos essenciais aos mecanismos

de defesa do morangueiro, em especial Ocimum basilicum.

Tabela 2 Peroxidase em morangos organicos armazenados durante 8 dias a 5°C e
25°C e tratados com Oleos essenciais em pré-colheita. Brasilia, DF,

2010
Peroxidase (UAE.min".g"' de amostra)
Ocimum Cymbopogon  Cinnamomum Eugenia
Temperatura basilicum ycitragug sp caryo?)hyllata Testemunha
0 dias
5°C 0.000123 Aa  0.000083 Aa 0.000170 Aa  0.000143 Aa 0.000203 Aa
25°C 0.000143 Aa  0.000097 Aa 0.000130 Aa  0.000130 Aa 0.000163 Aa
2 dias
5°C 0.000210Abc  0.000090 Bc 0.000447 Aa 0.000277 Bbc 0.000290 Ab
25°C 0.000123Ab  0.000243 Ab 0.000087 Bb 0.000683 Aa 0.000150 Ab
4 dias
5°C 0.000487 Aa  0.000250 Ab 0.000190 Ab ~ 0.000117 Ab 0.000087 Bb
25°C 0.000467 Aa  0.000227 Abc  0.000053 Ac 0.000097 Abc  0.000263 Ab
6 dias
5°C 0.000340 Aa  0.000157 Abc  0.000117 Abc  0.000067 Bc 0.000277 Ab
25°C 0.000080 Bb  0.000190 Aab  0.000137 Ab  0.000230 Aab  0.000373 Aa
8 dias
5°C 0.000220 Aa  0.000230 Aa 0.000230 Aa  0.000363 Aa 0.000320 Aa
25°C - - - - -

Médias seguidas da mesma letra, miniscula na horizontal e maitscula na vertical, ndo
diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

A peroxidase ¢ uma importante enzima das plantas, esta envolvida em
diversas reagdes, ligagcdes de polissacarideos, oxidacao do acido indol 3 acético,
ligacdes de mondmeros, lignificagdo, cicatrizacdo de ferimentos, oxidacdo de
fenois, defesa de patdgenos, regulacdo da elongagdo de células e outras (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

Segundo Boava et al. (2010), embora as peroxidases ndo possam ser
utilizadas como marcadores de resisténcia, a alteracdo na sua atividade é um

indicio de metabolismo alterado. Uma das fung¢des das peroxidases é a formagao
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da lignina pela polimerizagao de fendis. Assim sendo, ¢ esperado que alteragdes
na atividade de peroxidases envolvam também alteragdo na atividade de outras
enzimas presentes na mesma rota metabdlica. Devido a esses fatos, as
peroxidases sdo usadas em estudos de inducdo de resisténcia, ndo como um
marcador, mas sim como uma das muitas respostas de defesa manifestadas pelas

plantas.

3.6 Avaliacéo da incidéncia de Botrytis cinerea

A avaliagdo, para verificar a incidéncia de Botrytis cinerea nos
pseudofrutos de morango, foi feita coletando-se frutos de cada tratamento no
campo ¢ acondicionando-os em camaras umidas, observando-se apos 3 dias
estruturas miceliais caracteristicas do fungo, visualmente e em microscopio.

No presente estudo ndo foi constatado o crescimento de Botrytis cinerea
a5 °C e 25 °C durante o periodo de 8 dias de armazenamento. Visto que o fungo
ndo se desenvolveu nem mesmo nos frutos testemunha, ndo foi possivel avaliar
o efeito dos Oleos essenciais sobre o seu desenvolvimento. O fungo Botrytis
cinerea desenvolve sob temperaturas relativamente baixas, em torno de 5 °C a
10 °C (RIBEIRO JUNIOR; DIAS, 2005).

Segundo Almeida e Camargo (2009), os patdégenos identificados em
pés-colheita em morangos foram Rhizopus sp., Penicillium sp. e Botrytis sp..
Analisados isoladamente, os extratos de Ruta graveolens, Zinziber officinales,
Cymbopogon citratus, Catharanthus raseus, Artemisia absinthium, Nicotiana
tabacum, Curcuma longa, Solidago chilensis, Azadirachta indica, Allium
sativum e A. cepa, ndo foram eficientes no controle de Botrytis sp. e Penicillium
sp., havendo diferenga significativa apenas para Rhizopus sp.. Os extratos de
arruda, gengibre e fumo controlaram em 100% Rhizopus sp. e apenas o extrato

de vinca apresentou controle sobre a incidéncia de Penicillium sp..
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Observou-se no presente estudo, o crescimento do fungo Rhizopus
nigricans, que manifesta-se durante o transporte ¢ armazenamento do
pseudofruto, e pode ser identificado visualmente e também ao microscopio
(Figura 1).

Os pseudofrutos armazenados a temperatura ambiente apresentaram alta
incidéncia de Rhizopus nigricans, em compara¢do aos armazenados a 5°C, a
despeito da aplicacdo de dleos essenciais, que aparentemente nao influenciaram
no desenvolvimento do fungo (Figura 1). Rhizopus nigricans se desenvolve em
temperaturas superiores a 10 °C e umidade alta (RIBEIRO JUNIOR; DIAS,
2005). Esse fungo tem um crescimento muito rapido, levando o fruto a podridao
em questdo de horas.

De acordo com Boro, Beriam e Guzzo (2011), o tratamento de plantas
com indutores de resisténcia pode promover uma supressdo ocasional,
resultando em maior susceptibilidade dos hospedeiros ao agente patogénico.

A rapida deterioracdo deve ser também atribuida ao manejo da
temperatura de armazenagem. Temperaturas acima de 0°C permitem um
metabolismo mais acelerado, contribuindo para uma senescéncia mais rapida.

As andlises subjetivas dos pseudofrutos indicam que eles mantiveram
qualidade de comercializagdo até o oitavo dia, mas apenas os armazenados a
5°C. Com oito dias de armazenagem, os morangos a 25°C ndo apresentaram boa

qualidade (Figura 1).
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Figura 1 Morangos tratados com éleos essenciais de Ocimum basilicum (A e B),
Cymbopogon citratus (C e D), Cinnamomum sp.. (E e F), Eugenia
caryophyllata (G e H),e, Testemunhas (I e J) no 8° dia de
armazenamento a 5 °C (coluna da esquerda) e em temperatura
ambiente (coluna da direita)
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3.7 Avaliacao microbioldgica

Avaliou-se microbiologicamente os morangos organicos oriundos de
plantas submetidas ao tratamento com os diferentes 6leos essenciais. A presenga
de Salmonella nao foi verificada nos morangos analisados, a despeito da
aplicacdo de 6leos essenciais. A contagem de coliformes termotolerantes situou-
se abaixo do valor maximo permitido, para todas as amostras, independente da
aplicacdo de dleos essenciais, exceto nos morangos nao tratados com 6leos e ndo
lavados (Tabela 3). A amostra de morango que ndo foi lavada e que corresponde
a testemunha, onde utilizou-se apenas agua na aplicagdo em campo, apresentou
um elevado nimero de Coliformes Termotolerantes (2,2x10°UFC/g). Logo, os
6leos essenciais se mostraram efetivos no controle de coliformes
termotolerantes, embora tal efetividade possa ser compensada por uma simples
lavagem dos morangos apos a colheita. Praticas higiénicas e sanitarias dos
funcionarios durante o processo de produgdo, colheita, -classificagdo,
empacotamento ¢ transporte, além do controle de qualidade da agua e dos
insumos tem um papel critico na minimizagdo do potencial de contaminagdo

microbiana de morangos (MATTOS; CANTILLANO, 2009).

Tabela 3 Pardmetros microbioldgicos analisados de frutos de morango
cultivados em sistema orgénico com aplicag¢ao de 6leos essenciais

Coliformes

Tratamentos VMP*'S:’Z\ILTgE?\:IC?I AJ25 Termotolerantes
( : 9) (VMP*: 100 UFC/g)

Amostra Amostra Amostra Amostra

Lavada ndo lavada Lavada ndo lavada
Ocimum basilicum Auséncia Auséncia <1x10 <1x10
Cymbopogon citratus Auséncia Auséncia <1x10 <1x10
Cinnamomum sp. Auséncia Auséncia <1x10 <1x10
Eugenia caryophyllata Auséncia Auséncia <1x10 <1x10
Testemunha (Agua) Auséncia Auséncia <1x10 2,2x10*

*VMP: Valor Maximo Permitido
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4 CONCLUSOES

As variaveis firmeza, sélidos soluveis, pH, acidez titulavel, fenolicos e
atividade da fenilalanina amonia liase ndo foram influenciadas pelos tratamentos
com Oleos essenciais.

A refrigeracdo foi efetiva na contengdo do amaciamento de morangos,
ao longo do armazenamento, embora nao tenha interferido nas varidveis, pH,
AT,SS, fenolicos e atividade da fenilalanina amonia liase.

O tratamento com 0leos essenciais ndo interferiu no teor de antocianinas
de morangos armazenados a 5°C, em comparagdo a testemunha.

O tratamento com Cymbopogon citratus determinou maiores
concentragdes de antocianinas em morangos armazenados por 4 e 6 dias a 25°C
e os tratamentos com Ocimum basilicum ¢ Eugenia caryophyllata, em morangos
armazenados por 6 dias a 25°C, em comparacao a testemunha.

O tratamento com Ocimum basilicum foi o mais efetivo no aumento da
atividade de peroxidase, enzima associada a resisténcia vegetal.

Os morangos analisados, provenientes ou ndo de plantas tratadas com
6leos essenciais, ndo foram acometidos por Botrytis cinerea.

Os morangos organicos produzidos foram considerados seguros
microbiologicamente, independente da utilizagdo de 6leos essenciais, desde que

lavados antes do consumo.
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