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Resumo: Frente a necessidade de tecnologias para conservacdo pos-colheita de frutos, o
uso de antimicrobianos naturais, como o carvacrol, em coberturas comestiveis para reduzir
doencas fungicas é uma alternativa. Assim, a potencialidade destas coberturas ativas em
promover inibi¢do do crescimento fungico precisa ser confronta em andlises antifungicas in
vitro ou in vivo frente ao fungo deteriorante de interesse. O estudo concentrou-se em mini
tomates e teve como objetivo determinar o melhor protocolo de inoculagéo de Alternaria
alternata em mini tomates com cobertura comestivel ativa. Os ensaios antiflngicos in vivo
tomaram como base protocolos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa para morango e maga.
Para ambos os vegetais foram feitas analises in vivo e in vitro avaliando os microrganismos
gue os acometem no periodo de pds colheita com maior frequéncia. Evidenciou a incidéncia
de doencgas fungicas nos tomates apos 96 horas, independentemente dos danos causados
propositalmente nos frutos. Conclui-se que adequar o método de inoculagdo para as
caracteristicas especificas de cada fruto é fundamental para garantir uma analise precisa,
com resultados reprodutiveis, bem como aprimorar as estratégias de aplicagdo de
revestimentos ativos na conservacao pos-colheita de frutos.

Palavras-chave: Frutas; Pés colheita; Revestimento ativo; Analise microbioldgica.
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INTRODUCAO

A necessidade de aumento na qualidade pés-colheita dos alimentos frescos, em
especial frutas, verduras e legumes demanda novas tecnologias para conservacao e aumento
da vida util dos mesmos (OLIVAS, BARBOSA-CANOVAS, 2014). Estima-se que um terco
das frutas e hortalicas séo danificadas e descartadas durante o transporte e armazenagem
(DUTOT; NELSON; TYSON, 2013; KOBLITZ, 2018; SEBRAE, 2015). O percentual
expressivo de desperdicio desses alimentos, mostra a demanda crescente por maneiras de
mitigar as perdas pos-colheita e garantir a manutencdo da qualidade dos frutos, além de
aumentar a vida Util destes produtos (VAN LONG, JOLY, DANTIGNY, 2016).

Uma forma de reduzir ou controlar o desenvolvimento de doengas fungicas € o0 uso
de antimicrobianos naturais, como o carvacrol (ABBASZADEH et al., 2014). A elaboracgéo
de coberturas comestiveis passou a ser uma alternativa para a conservacdo de frutos
poscolheita, assim que reduzem a perda de massa e a contaminagdo por agentes externos
(SOUZA et al., 2012; RESENDE, 2015). No entanto, as anélises antifungicas dependem
tanto da natureza do agente microbiano adicionado a cobertura, quanto do fruto utilizado.

Entre as variedades de tomate com grande potencial para ser recoberto com solugéo
polimérica contendo carvacrol estdo os mini tomates, apreciados pelo sabor adocicado
(GUILHERME et al., 2008), mas com alto valor agregado e baixa vida Gtil. A curta vida
atil deve-se as suas caracteristicas fisiologicas (fruto climatérico, composicdo quimica) e
também a susceptibilidade a insetos e microrganismos (KOBLITZ, 2018). Concatenando o
cenario de desafios para ampliacéo da vida Gtil média dos mini tomates (10 dias) (FARIA et
al., 2006) e as novas tecnologias para embalagens comestiveis com antimicrobianos naturais
(CHIUMARELLI, FERREIRA, 2006; ESPITIA et al., 2012; OLIVEIRA, CONEGLIAN,
CARMO, 2015), torna-se de grande relevancia o estudo para a melhoria da conservacgao
poscolheita deste fruto.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo determinar qual o melhor protocolo
para realizar as analises antiflngicas in vivo de acordo com a forma de inoculacdo dos

microrganismos em mini tomates e presenca ou nao de dano fisico no fruto.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

Para aumentar qualidade pds-colheita de frutas e hortalicas e consequentemente
ampliar a vida Util destes produtos torna-se necessario a aplicacdo de tecnologia e inovacgéo
a fim de minimizar a evolucdo dos efeitos fisiologicos e microbiolégicos durante o
armazenamento (BRACKMAN et al., 2007, MOHAMMAD et al., 2016). As coberturas
comestiveis adicionadas de antimicrobianos naturais sdo alternativas que controlam aspectos
fisioldgicos e atuam como inibidor do crescimento de microrganismos (VAN LONG, JOLY,
DANTIGNY, 2016).

O tomate é um fruto climatérico, ou seja, ele mantém o processo de amadurecimento
mesmo quando retirado da planta (colhido imaturo) (CHITARRA, CHITARRA, 2005).
Entre as variedades promissoras comercializadas esta o cereja (Lycopersicon esculentum var.
cerasiforme) que € originario da Ameérica do Sul. Seus frutos
apresentam dimensdes de 1,5-3 cm (DELIZA et al., 2007) e sua demanda vem crescendo no
ambiente comercial, pois além de suas caracteristicas de sabor, apresentam alto valor
nutricional e aparéncia atrativa (GUILHERME et al., 2008). Porém, a variedade apresenta
baixa vida util, sendo considerado altamente perecivel (HOU et al., 2015).

As perdas atribuidas a frutos por acdo de microrganismos estdo associadas ao pH e
fisiologia da casca, antes ou apos a colheita. Os fungos sdo os principais agentes
deteriorantes dos frutos (ACOSTA et al., 2016). Este processo se inicia antes ou apés da
colheita. Os principais fungos deteriorantes de frutos sdo Botrytis cinerea (bolores cinza),
Colletotrichum ssp. (responsavel pela antracnose). Embora os fungos ataquem frutos
machucados e danificados, a grande parte da deterioracdo ocorre na pos-colheita (JAY,
2005).

No tomate cereja, a Alternaria alternata causa grandes perdas pds-colheita
associadas a podriddo negra (YAN et al., 2016; SHEMESH et al., 2016). Para confirmar os
resultados das analises in vitro, se torna necessario a realizagdo de ensaios antifungicos in
vivo, e também a incidéncia de doencas ao longo da estocagem. De fato, o0 estudo realizado
por Catharina et al. (2019) com tomates revestidos, demonstrou que o carvacrol teve agao
contra o fungo Alternaria alternata, principalmente nas concentracées de 0,6 e 0,3 mg de

carvacrol.g! de solucéo filmogénica em analises antifungicas in vitro.
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METODOLOGIA

A solucdo filmogénica para revestimento dos mini tomates seguiu o protocolo
descrito por Romio et al. (2017). Na preparacdo de 0 mg carvacrol.g? solucdo de
revestimento foi utilizado fécula de mandioca (ACS) (Pinduca Alimentos, Brasil), gelatina
tipo A (GEL) (Gelita, Brasil), glicerol (Synth, Brasil), Miglyol 812 (Sasol, Alemanha) e
lecitina (Alfa Aesar, Estados Unidos). Neste revestimento ndo foi adicionado carvacrol (CA)
e a mesma foi nomeada de 0.0CA-ACS/GEL. O revestimento dos mini tomates aconteceu
de acordo com o relatado por Bretschneider et al. (2019).

Resumidamente, os mini tomates (Sweet Grape ®) foram adquiridos no comércio
local, selecionados com base em tamanho homogéneo, maturidade, cor e auséncia de danos.
Em seguida, para o ensaio antifungico in vivo, os tomates uva foram superficialmente
desinfetados mergulhando-os em solucéo de hipoclorito de sodio (2,5% de cloro ativo) por
3 min, enxaguando com agua destilada estéril e secando-o0s a temperatura ambiente. Para a
definicdo do protocolo de analise antifingica in vivo 22 tomates previamente sanitizados
foram usados.

Eles foram divididos em dois grupos, cada um contendo 11tomates. Um grupo de
forma asséptica foi submetido a um dano no corpo e outro na regidao onde havia o peddnculo,
esse dano consistiu em um furo de 2 mm de largura por 3 mm de profundidade. O segundo
grupo era constituidos de frutos nos quais ndo foram realizados danos, ou seja, um grupo
controle. Os frutos, de ambos os grupos, foram imersos em solugéo de revestimento por 2
minutos e drenados para que a solucao secasse sobre a superficie dos mesmos.

Em seguida, foram testados dois diferentes protocolos de inoculagdo de
microrganismo: asperséo e inje¢do. Quando realizada a aspersao, o procedimento foi feito
com borrifador esterilizado contendo uma solu¢do com o fungo Alternaria alternata (CCT
2816) (1x10°esporos mL1), cerca de 2,5 mL eram aspergidos por fruto. No caso da injecao,
foi feita a inoculacgéo através de um furo de 3 mm de profundidade, produzido com a ponta
da ponteira da micropipeta de 100 pL por fruto, sendo injetado, aos poucos, volume
equivalente a 20 pL por fruto (10 puL em cada um dos danos). Os tomates foram colocados

em embalagens plasticas de polipropileno previamente desinfetadas e incubados a 25 °C.
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Posteriormente, todo o experimento foi repetido, em triplicata, desta vez com as
seguintes formas de inoculagéo, cada uma delas representando um tipo de tratamento: (i) por
imersdo, os tomates forma postos eu um béquer de 250 mL, contendo a solugéo de inoculo
padronizada por um periodo de trés minutos, foram precisos cerca de 10 mL de solucéo de
inoculo por fruto; (ii) por aspersdo, atraves do uso de borrifador esterilizado contendo a
solucgéo de inoculo padronizada, estima-se que foi preciso 2,5 mL por fruto; (iii) por injecéo
de 10 uL por dano, cada dano continha 3 mm de profundidade. Nesta repeticdo, 0s
experimentos foram realizados com 11 frutos por tratamento e cada um deles sofreu um dano
na regido central do corpo e um dano onde se encontrava o peddnculo.

Em ambos ensaios, foi avaliado o efeito do revestimento comestivel na incidéncia da
doenca durante quatro dias, em que os frutos foram avaliados a cada 24 horas. Os dados de
incidéncia de doenca (mancha preta de Alternaria) foram expressos como a porcentagem de
frutos que apresentaram sintomas de podriddo fora do nimero total de frutos em cada

tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ensaio antifingico in vivo, em que foi avaliado a incidéncia das doengas
nos tomates recobertos pela solucdo 0.0CA-ACS/GEL em 96 horas todos os frutos ja
apresentavam doenca (Tabela 1). As manifestacOes eram caracterizadas pela presencga de
manchas pretas, mofo branco ou acinzentado (CHIUMARELLI; FERREIRA, 2006;
DELIZA et al., 2007). No entanto, notou-se que a doenca ndo iniciou necessariamente no
dano, para o caso dos tomates que sofreram injUria proposital.

Em um estudo realizado com macas, o0 método de inoculacdo para realizagdo do
ensaio antifungico in vivo consistiu na injecdo do inoculo diretamente em feridas realizadas
no fruto, para que fosse possivel observar o desenvolvimento da doenca a partir da zona de
podriddo (VIEIRA et al., 2013). Por outro lado, o trabalho realizado com morangos por
Bretschneider et al. (2019), fez uso do método de inoculacdo por aspersédo, e em fungéo da
sensibilidade do fruto nédo foi feito dano proposital. De fato, nos ensaios onde o dano
proposital foi realizado em 24 horas de ensaio todas as unidades amostrais apresentavam
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doenca. J& em outro ensaio in vivo realizado com morangos, foi utilizado a injecdo dos
microrganismos no dano proposital feito na superficie do fruto (WIGATI et al., 2023).
Nota-se que o protocolo de inoculagdo para 0s ensaios in vivo ndo segue um padrao,

dependendo ndo so do tipo de fruto, mas da viabilidade da execucéo.

Tabela 1 — Manifestagdo da doenca flngicas, em porcentagem, para os tomates com e sem danos
Aspersao (% de frutos doentes
Tempo (h) P ( )

Sem dano Sem dano
24 36,39 36,39
48 54,54 36,39
72 81,81 90,90
96 100 100

Fonte: Autoria propria (2023)

Para o segundo ensaio in vivo verificou-se que as manifestacdes de doenca tanto para
0 método de inoculacdo por imerséo, quanto injecdo, foram abruptas. Por outro lado, para o
método de inoculacdo por aspersao, as manifestacdes de doenca foram graduais. Na tabela
2 fica claro que para imersdo e injecdo, em 48 horas as manifestacdes fungicas ja abrangiam

a totalidade da amostra.

Tabela 2 - Manifestacdo de doenga fungicas, em porcentagem, para os tomates com diferentes
métodos de inoculagdo

Método de inoculacéo (% de frutos doentes)

Tempo(h) Imerséao Aspersao Injecdo
24 0 0 0
48 72,72 36,36 90,90
72 90,90 63,63 90,90
96 90,90 90,90 90,90

Fonte: Autoria propria (2023)

Ao levar em conta o tipo de fruto utilizado e a viabilidade do método de inoculacéo
do microrganismo para o ensaio in vivo, entende-se que o melhor protocolo de inoculagédo
de microrganismos para 0s mini tomates é a injecdo. Assim que, a quantidade de solugdo
com o inéculo € menor quando comparada aos demais métodos e que a doenca progride de
maneira localizada, o que permite melhor observacédo e controle do desenvolvimento da

mesma.
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O método de inoculagdo por aspersdo, apesar de apresentar um desenvolvimento
gradual, ndo direciona o fungo de forma especifica, o que posteriormente dificulta a
visualizacdo clara da doenca. Além disso, tanto para imersdo quanto para aspersao, €
necessaria uma quantidade maior de inéculo.

O protocolo de inoculagdo por injecdo é semelhante ao método utilizado por outros
trabalhos que realizaram ensaio in vivo com tomates cereja, onde danos foram feitos na
superficie do tomate e posteriormente foi realizada a inoculacdo (GUO et al., 2023; ZHENG
etal., 2023; WU et al., 2022). Em um trabalho mais antigo com tomate cereja, 0 método de

inoculagio empregado foi a imersdo (ALVAREZ et al., 2021).

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos, observou-se que a inoculacdo por injecdo foi o
método mais adequado em comparagao com a aspersdo e a imersdo para trabalhos com mini
tomates. De outro modo, a aspersdo pode ser uma op¢do mais adequada para frutos mais
sensiveis, 0os quais podem ser danificados pela injecdo, a exemplo o morango, e ainda
oferecendo uma protecdo antifingica eficiente. Portanto, a escolha do método de inoculagéo

dependeré das caracteristicas especificas dos frutos em questéo.
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