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Incidéncia de infec¢ao fungica em frutos contendo
revestimento comestivel com composto antiftingico
natural

Incidence of fungal infection in fruits containing an edible
coating with natural antifungal compound

RESUMO

A maga estad entre as principais frutas produzidas no Brasil, cujo consumo per capita em
2017 foi de 5 kg. Entretanto, o desenvolvimento da fruticultura depende da redugdo das
perdas pos-colheita, que podem atingir até 30% do total produzido. A infec¢do fungica
corresponde até 90% dos danos causados nos frutos. A incorporagdao de agentes
antimicrobianos em filmes comestiveis é uma alternativa interessante, no sentido de
impedir ou reduzir o crescimento indesejdvel de fungos filamentosos deteriorantes,
possibilitando o aumento de vida util de frutos frescos. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a incidencia da podridao azul em frutos com o revestimento comestivel elaborado
com composto antifungico de levedura antagonista, aplicado de forma preventiva e
curativa. Foram determinadas a porcentagem de frutos doentes, a porcentagem de frutos
infectados e a porcentagem de controle das lesdes. Os tratamentos preventivos e curativos
ndo impediram a ocorréncia da doenga e da infec¢do, mas o tratamento preventivo
controlou significativamente a evolugdo das lesGes causadas por Penicilllium expansum,
cujo valor médio de controle foi de 59%. A utilizagdo de composto antifungico de levedura
antagonista em revestimento indica perspectivas positivas para o controle de Penicillium
expansum em magas frescas.

PALAVRAS-CHAVE: Penicillium expansum, levedura antagonista, amido de aveia.
ABSTRACT

The apple is among the main fruits produced in Brazil, and the per capita consumption was
5 kg on 2017. However, the development of fruit production depends on the reduction of
post-harvest losses, which can reach up to 30% of the total produced. Fungal infection
corresponds up to 90% of the damage caused to the fruits. An incorporation of antimicrobial
agents in edible films is an interesting alternative, not preventing or reducing the
undesirable growth of deteriorating filamentous fungi, making it possible to increase the
useful life of fresh fruits. This work aimed to evaluate the incidence of blue rot in fruits with
the antifungal edible coating, applied as preventive and curative. It was determined the
percentage of diseased fruits, infected fruits and the control of lesions. Preventive and
curative treatments did not prevent the occurrence of disease and infection, but preventive
treatment controlled significantly the evolution of injuries caused by Penicilllium expansum,
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whose average control value was 59%. The use of antifungal compound of antagonist yeast
in coating indicates positive perspectives in controlling Penicillium expansum in fresh
apples.

KEYWORDS: Penicillium expansum. Antagonist yeast. Oat starch.

INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, ficando atras somente da india
e da China (SCOGNAMIGLIO, 2017). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
, ho ranking de produgdo brasileira de frutas frescas, a maga esta entre as principais frutas
produzidas, e entre as cinco mais vendidas no ano de 2016 (IBGE, 2016).0 fruto teve o seu
consumo per capita em 2017 no Brasil de 5 kg (KIST et al.,2018).

Entretanto, o desenvolvimento da fruticultura depende principalmente da redugao
das perdas pds-colheita, que podem atingir até 30% do total produzido (ANDRADE, 2017).
Dentre as causas sdao fatores climaticos, transporte, armazenamento incorreto, entre
outros, causando ferimentos e rachaduras, ocorrendo ataque de fungos deteriorantes, na
qual sdo os principais responsaveis (80 a 90 %) pelos danos (PARISI, 2004).

Embora o controle de fungos em nivel de campo e pds-colheita ainda seja realizado
por meio de fungicidas quimicos, pesquisas com novas alternativas estdo sendo estudadas,
a fim de minimizar os riscos ao meio ambiente e diminuir os residuos nos frutos tratados
(OLIVEIRA; SANTOS, 2015). Segundo Assis e Britto (2014), a aplicacdo de revestimentos
comestiveis vem sendo utilizada para prolongar a vida util do fruto, além de melhorar a sua
aparéncia e torna-lo mais atraente para o consumidor. Estudos comprovam o aumento de
vida util por meio de revestimentos comestiveis em frutos.

A incorporagdo de agentes antimicrobianos em filmes comestiveis é uma alternativa
interessante, no sentido de impedir ou reduzir o crescimento indesejavel de fungos
filamentosos deteriorantes, possibilitando o aumento de vida util de frutos frescos. Pois
muitos micro-organismos antagonistas vém sendo utilizados no combate de fungos
filamentosos em frutas, quando aplicados na fase pds-colheita e armazenamento
(MACARISIN et al.,, 2010). Algumas espécies de leveduras sdo capazes de secretar
metabdlitos proteicos de massa molar varidvel, chamados de toxinas killer, capazes de
inibir ou matar outros micro-organismos por alteragdes na parede ou membrana celular
(BUZZINI et al., 2007).

Assim, o projeto teve como intuito avaliar a incidéncia da podridao dos frutos com o
revestimento comestivel com composto antifingico natural.

MATERIAL E METODOS

Extragdo do composto.

Para o desenvolvimento da andlise primeiramente foi feito a extracdo do composto
antifungico, na qual inicialmente ativada em 25 mL de caldo MPL - (glicose 2%, extrato de
levedura 0,5%, cloreto de sddio 1%, sulfato de amonio 0,5%, dgar 1,8%) a 25°C por 24h,
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seguido de padronizagdo do indculo na Escala nimero 1 de MacFarland, e transferéncia
de uma aliquota de 100 pL (correspondente a 3,0 x 10° células), para frasco Erlenmeyers
contendo 50 mL de Caldo MPL. O cultivo estatico de 96h a 25C foi centrifugado (15min a
10.000 rpm) e filtrado em membrana de 0,20 um para remogdo das células (COELHO et
al., 2009). O sobrenadante livre de células (Extrato Bruto) foi homogeneizado e
armazenado em frascos ambar a — 20°C para elaborag¢do da solugdo filmogénica.

Revestimento antifungico.

Para a elaboragdo do revestimento antifingico, empregou-se a técnica de casting,
com dispersdo de amido de aveia em agua destilada e glicerol, como agente
plastificante.Como controle, foi elaborada uma formulagao do revestimento sem o
composto antifungico, substituindo-o integralmente pelo volume com 4gua destilada. As
duas formulagdes foram aquecidas a 90°C por 30 minutos para a gelatinizagao dos
granulos de amido de aveia, originando as solugdes filmogénicas.

Analises de incidéncia da doenga e perda de massa.

Para iniciar as analises, foram definidos trés pilotos. O piloto 1 consistiu de 20 frutos,
para o acompanhamento da incidéncia da doenga (porcentagem de frutos doentes,
porcentagem de frutos infectados e didmetro das lesGes), e a andlise da perda de massa.
As anadlises foram realizadas aos 5, 10 e 15 dias de armazenamento a 259C. Nos pilotos 2
e 3, 20 frutos foram armazenados a 259C por 10 e 12 dias, e 0 acompanhamento da
doencga foi realizado em intervalos de 2 e 3 dias, respectivamente.

Cada piloto consistiu de 5 tratamentos, sendo: T1 (RFA): Fruto revestido com
formulacgdo a base de agua destilada, seguido de ferimento e inoculagdo com P.
expansum; T2 (FRA): Fruto ferido, revestido com formulagdo a base de dgua destilada e
inoculado com P. expansum; T3 (RFEB): Fruto revestido com formulagdo a base de extrato
livre de células (Extrato bruto), seguido de ferimento e inoculagdo com P. expansum; T4
(FREB): Fruto ferido, revestido com formulagdo a base de extrato livre de células (Extrato
bruto) e inoculado com P. expansum; C (Controle): Fruto ferido e inoculado com P.
expansum (sem revestimento). A ordem de aplica¢do do revestimento foi realizada com o
intuito de verificar a eficacia do tratamento, como preventivo (ferimento apds a aplicacdo
do revestimento) e curativo (ferimento antes da aplicagdo do revestimento).

Na determinacdo da incidéncia da doenca, o fruto foi considerado doente quando
pelo menos um ferimento apresentasse sinal de podriddo, na analise da incidéncia de
frutos infectados, foi considerado positivo o ferimento que apresentasse sinais de
infeccdo de desenvolvimento do fungo e para a determinacdo da severidade da doenga,
foi determinado o didmetro da podridado (lesdo) dos ferimentos nos frutos com o auxilio
de um paquimetro. Os resultados foram expressos em milimetros e em porcentagem de
controle das lesdes, calculado da seguinte forma:

Controle das lesdes (%) = Dc — D7/ Dc X 100,0nde: Dc = Média aritmética do diametro
das lesGes no controle; Dr = Média aritmética do didametro das lesdes no tratamento;
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Para a anadlise de perda de massa, utilizou-se uma balanga eletrénica semi-analitica
considerando a diferenga entre a massa inicial do fruto e a massa obtida a cada intervalo
de tempo de amostragem. As analises foram realizadas em triplicata, nos intervalos pré-
determinados. A média dos resultados foi expressa em porcentagem, calculado da
seguinte forma:

Perda de Massa (%) = Pi— Ps / P; x 100,onde: Pi = peso inicial do fruto; Pf = peso final
do fruto.

RESULTADO E DISCUSSAO

A incidéncia da doenca e de ferimentos infectados foi controlada até o quarto dia de
armazenamento, nos frutos contendo revestimento antifungico aplicado com fungdo
preventiva (RFEB), ao passo que os elaborados com solugdo aquosa (RFA e FRA) mostraram
pouco ou nenhum controle sobre os parametros analisados. No segundo dia de
armazenamento, o revestimento RFEB controlou em 50% a ocorréncia da doenga e 62,5%
da infec¢do nos ferimentos, enquanto que a inibigdo pelos elaborados com solugdo aquosa
foi de 25 e 50%. Apds o quinto dia, a incidéncia de frutos doentes e de ferimentos
infectados atingiu 100%, independente do revestimento testado e a ordem de aplicagdo.
Em relagdo a ordem de aplicagdo dos revestimentos antifiingicos, o efeito preventivo
prevaleceu, ou seja, mesmo que o fungo se instale, o seu desenvolvimento para evolugdo
da infecgdo ocorre de forma mais lenta. (Figura 1).

Figura 1. Incidéncia de doenca e de ferimentos infectados por Penicillum expansum em
macas armazenadas a 25°C, com e sem revestimento antifungico.
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Controle: Fruto sem revestimento, ferido e inoculado com P. expansum; RFA: revestimento a base de agua / ferimento /
inoculagdo; FRA: ferimento / revestimento a base de dgua / inoculagdo; RFEB: revestimento antifungico / ferimento / inoculagéo;
FREB: ferimento / revestimento antifungico / inoculagdo. (A e B) Piloto 1 - tempos 5, 10 e 15 dias, (C e D) Piloto 2 - tempos 2, 4, 6,
8 e 10 dias, (E e F) Piloto 3 - tempos 3, 6, 9 e 12 dias. Fonte: Autoria prépria (2020).
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Na Figura 2 estdo apresentados os resultados dos diametros das lesGes (severidade
da doenga) ao longo do periodo de armazenamento a 252C nos trés pilotos realizados.

Os revestimentos contendo composto antifungico apresentaram um controle
eficiente do aumento das lesGes infectadas até o ultimo dia de observagdo, quando
comparados com os frutos nao revestidos (p < 0,05). Por outro lado, o controle das lesdes
nos frutos revestidos sem composto antifungico foi bastante varidvel.As primeiras 48
horas foram caracterizadas pela colonizagao, adaptagdo e infecgdo do fruto, ndo sendo
diferenciado o comportamento dos revestimentos com e sem antiflingico. Porém, a partir
do quarto dia, foi possivel observar, o tratamento RFEB que se destacou, com inibi¢do de
67,26% do diametro das lesGes no decimo dia (Figura 2B).

Figura 2. Severidade da doenga em magds armazenadas a 25°C, com e sem revestimento

antifungico.
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Média * desvio padrdo de 8 dados. Em cada tempo de armazenamento, letras maiusculas iguais, e em cada
tratamento, letras minusculas iguais, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de significancia (teste Tukey).
Controle: Fruto sem revestimento, ferido, inoculado com P. expansum; RFA: revestimento a base de agua /
ferimento / inoculagdo; FRA: ferimento / revestimento a base de dgua / inoculagdo; RFEB: revestimento
antifungico / ferimento / inoculagdo; FREB: ferimento / revestimento antifingico / inoculagdo. (A) Piloto 1 -
tempos 5, 10 e 15 dias, (B) Piloto 2 - tempos 2, 4, 6, 8 e 10 dias, (C) Piloto 3 - tempos 3, 6, 9 e 12 dias. Fonte:
Autoria prépria (2020).

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios das lesdes nos frutos e os valores
médios de controle das lesGes, levando-se em consideracdo os trés pilotos
simultaneamente. Os valores médios de controle das lesGes pelo revestimento antifingico
e de 3agua (controle) foram de 55% e 20% respectivamente, com destaque para o
revestimento antifungico aplicado antes do ferimento, cujo valor médio do controle foi de
59,0%.
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Tabela 1. Controle das lesdes causadas por Penicillium expansum em magas.

Valor médio das les6es (mm)* Valor médio do controle
das lesdes (%)
RFA 19,03 + 3,79"8 21,27
FRA 19,46 + 5,438 19,49
RFEB 9,89 + 2,458 59,08
FREB 12,05 + 1,588 50,15
Controle 24,17 + 4,814 -

O valor médio das lesGes corresponde a média + desvio padrdo de 96 dados, nos trés pilotos, durante o periodo
de armazenamento a 25°C. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de
significancia, pelo teste de Tukey. O valor médio do controle das lesdes corresponde a porcentagem de inibigcdo
dos frutos revestidos em relagdo ao controle (sem revestimento). RFA: revestimento a base de dgua / ferimento
/ inoculagdo; FRA: ferimento / revestimento a base de agua / inoculagdo; RFEB: revestimento antifliingico /
ferimento / inoculagdo; FREB: ferimento / revestimento antiflingico / inoculagdo. Fonte: Autoria Propria (2020).

A andlise da perda de massa estd relacionada com a taxa de respiragdo do fruto e seu
ambiente de armazenamento, como umidade relativa e temperatura do ambiente, bem
como com o processo deteriorativo, caracterizado pelo murchamento, amolecimento e
perda de suculéncia do fruto (KADER, 2002). Na Tabela 2, observam-se os cinco tipos de
tratamentos e os intervalos de 5, 10 e 15 dias que foram avaliados a perda de massa.

Tabela 2 — Porcentagem de perda de massa nos frutos de maga Fuji armazenados em
BOD a 259C, ao longo de 15 dias no Piloto 1.

Perda de massa (%)

Tratamentos
10 dias 15 dias
Controle 3,67+0,344¢ 6,38+0,178° 10,61+2,35%°
RFA 2,65+0,095¢ 4,75+0,77%® 9,54+1,23"83
FRA 3,19+0,15%8¢ 5,11+1,29% 7,69+0,89°2
RFEB 3,15+0,0448¢ 7,11+0,244° 9,02+0,76"82
FREB 3,11+0,68"E¢ 5,76+0,128¢0 8,92+1,34%83

Desvio padrdo de triplicata de 4 frutos. Em cada tempo, letras mailsculas iguais na mesma coluna, e em cada
tratamento, letras minusculas iguais na mesma linha, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de
significancia, pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria prépria (2020).

Com os dados obtidos podemos observar a porcentagem de perda de massa nos
frutos aumentou gradualmente em todos os tratamentos ao longo do periodo de
armazenamento. A variacdo da perda de massa nos frutos nao revestidos e com
revestimento a base de dgua foi de 6,9%, enquanto nos frutos revestidos com composto
antifungico a variacdo doi de 5,9%, apds 15 dias de armazenamento.

Os frutos com tratamento FRA apresentaram menor perda de massa apos 10 e 15
dias, quando comparados ao controle e aos frutos com revestimento antifungico. Isso
poderia ser explicado pelo fato de que o fruto revestido apds o ferimento, para analise de
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efeito curativo, o que manteve a sua superficie intacta sem zonas de descontinuidade. A
perda de massa evidenciada nos frutos revestidos com composto antiflingico,
independente da ordem de aplicagdo, pode estar associado com a formagdo de zonas de
descontinuidade entre o amido e o extrato, o que permitiu maior permeabilidade de
gases, 0 aumento da taxa de respiragdo e consequentemente a perda de agua, pois por se
tratar de um fruto climatério, € comum ocorrer um aumento da taxa de respiragdo ao
final da fase de amadurecimento, provocando assim a perda de dgua e
consequentemente, a perda de massa. Teores de umidade relativa inferiores a 90%
podem acelerar o processo respiratorio, ocasionando a perda de dgua e o murchamento
dos frutos (YANG; PRATT, 1978).

Os resultados indicam que o processo de deterioragdo pelo fungo nao é o principal
fator responsdvel pela perda de massa dos frutos. O desenvolvimento do fungo,
associado as condi¢des de armazenamento, possibilitaram o aumento da transpiragao e
consequentemente a perda de massa em todos os frutos independente do tratamento
testado.

CONCLUSAO

O revestimento elaborado com composto antifungico de levedura antagonista ndo
impediu a ocorréncia da doenga e da infecgdo em magas, mas controlou
significativamente a evolugdo das lesGes causadas por Penicilllium expansum.

A utilizagdo de composto antifungico de levedura antagonista em revestimento
indica perspectivas positivas para o controle de Penicillium expansum em magas frescas.
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