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Resumo

A pera ‘Rocha’ ¢ uma cultivar portuguesa de pera com caracteristicas organoléticas
Unicas, destacando-se também pela sua capacidade de conservagdo. Esta variedade tem
tendéncia ao aparecimento de desordens fisioldgicas apds armazenamento prolongado no
frio, como o escalddo superficial. Ap6s a proibicdo da difenilamina, o 1-
metilciclopropeno (1-MCP) tem sido utilizado na conservacdo de pera ‘Rocha’ para
prevencdo do escalddo superficial do armazenamento, mas tem apresentado
desvantagens, nomeadamente na progressdo do amadurecimento dos frutos.
Nanoemulsdes contendo Oleos essenciais tém revelado eficacia na conservacdo de
produtos minimamente processados e outros, pela sua a¢do antimicrobiana e antioxidante
e poderdo ser usadas como alternativa ao 1-MCP. Neste trabalho foram testados 4
tratamentos com nanoemulsdes contendo alginato e oleos essenciais citral (Cl) e erva-
principe (EP) em pera ‘Rocha’ armazenada a 0 °C durante 6 meses, e foram efetuadas
analises qualitativas aos frutos no momento da aplicacdo, 2, 4 e 6 meses apods
armazenamento, assim como ap0s 7 dias em condicdes de prateleira (22 °C). O controlo
consistiu em frutos sem tratamento. Foram analisados a cor, firmeza, teor de solidos
sollveis, acidez titulavel, perda de peso, extravasamento eletrolitico, escalddo superficial,
acastanhamento interno, evolucdo microbiana e realizado um painel de provadores. Os
tratamentos EP 1,25% e EP 2,5% obtiveram os resultados mais favoraveis quanto a
evolucdo da maturacéo e prevencéo do escalddo superficial, e as peras com o tratamento
EP 1,25% tiveram a melhor aceitacdo geral nas provas organoléticas. Estes tratamentos
exibiram melhorias na conservagdo de pera ‘Rocha’ no frio e podem servir de base em

ensaios futuros para encontrar uma alternativa a utilizacdo do 1-MCP nesta cultivar.

Palavras-chave: pera, nanoemuls6es, 6leos essenciais, conservacao, escalddo superficial



Abstract

'Rocha’ pear is a portuguese pear cultivar with unique organoleptic characteristics,
also standing out for its storage capacity. This variety tends to develop physiological
disorders after prolonged cold storage such as superficial scalding. 1-Methylcyclopropene
(1-MCP) has been used in the preservation of 'Rocha’ pear to prevent superficial scald,
but has disadvantages, particularly in the resuming of fruit ripening. Nanoemulsions
enriched with essential oils have been shown to be effective in fresh and fresh-cut
products conservation for their antimicrobial and antioxidant action and may be used as
an alternative to 1-MCP. In this work 4 formulations of alginate-based nanoemulsions
enriched with essential oils (citral and lemongrass) were tested. 'Rocha’ pears were dipped
in these nanoemulsions and stored at 0 °C for 6 months. Qualitative analyses were
performed at 2, 4 and 6 months after cold storage and after 7 days at 22 °C. Control
consisted of uncoated fruits. Fruit colour, firmness, soluble solids content, titratable
acidity, weight loss, electrolytic leakage, superficial scald, internal browning,
microbiology and taste panel were analysed. EP 1.25% and EP 2.5% formulations had
the most favourable results in the ripening evolution and superficial scald prevention, and
pears coated with the EP 1.25% formulation had the best overall acceptance in
organoleptic tests. These treatments have shown improvements in cold storage of 'Rocha’
pear and may serve as a base for future studies to find an alternative to using 1-MCP in

this cultivar.

Keywords: pear; nanoemulsions; essential oils, cold storage, superficial scald
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1. Introducéo

A pera ‘Rocha’ ¢ um produto de Denominagdo de Origem Protegida (DOP) e
engloba uma area geogréfica, regido do Oeste, cuja producdo apresenta caracteristicas
Unicas de qualidade (Soares et al., 2003).

A pera ‘Rocha’ é uma variedade com elevada resisténcia ao manuseamento e ao
transporte, podendo conservar-se em camaras frigorificas de atmosfera normal, entre 4-5
meses, ou por mais tempo em cdmaras frigorificas de atmosfera controlada. Outro aspeto
é a longevidade do produto até ao consumo, depois de embaladas e colocadas a
temperatura ambiente estdo boas para consumo durante 5 a 8 dias, por vezes durante mais
tempo (ANPR, 2009).

No entanto, durante o armazenamento no frio e suscetivel a desordens fisiologicas.
O escalddo superficial € uma desordem fisioldgica que ocorre em peras armazenadas no
frio por um longo periodo. Consiste no aparecimento de manchas escuras e irregulares na
epiderme da pera, essa aparéncia do fruto prejudica na sua comercializagcdo. O 1-
metilciclopropeno (1-MCP) tem-se mostrado eficaz na prevencéo do escalddo superficial
e outras desordens em pera armazenada no frio (Hui et al., 2011), mas a sua utilizagédo

provoca problemas na textura da polpa do fruto (Saquet et al., 2016).

A utilizacdo de nanoemulsdes ediveis, como um método de dispersdo de
ingredientes ativos lipofilicos em meio aquoso, € um método emergente e com potencial
para o desenvolvimento de novos produtos alimentares (Salvia-Trujillo et al, 2015).
Nanoemulsdes que incorporam Oleos essenciais tém revelado eficacia como
antimicrobianas (Acevedo-Fani, 2015) e antioxidantes (Donsi, 2011) em produtos

minimamente processados e bebidas (Salvia-Trujillo et al., 2013).

Sendo o escalddo superficial relacionado com processos oxidativos, estas

nanoemulsdes poderdo ser benéficas na reducao desta desordem fisioldgica.



2. Revisdo bibliografica
2.1. A pera ‘Rocha’

A pereira ‘Rocha’ pertence a familia das Rosaceas, subfamilia das Pomoideas,
género Pyrus e espécie Pyrus communis. Trata-se de uma variedade portuguesa que
surgiu em Sintra em 1836, na propriedade de Pedro Antdnio Rocha. A atual denominacéo
de origem é "Pera Rocha do Oeste", encontrando-se concentrada na regido Oeste, na orla
maritima desde Sintra até Alcobaca (Figura 1) (Alexandre et al., 2001).
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Figura 1 — Distribuicdo da cultura de pera 'Rocha’ em Portugal Continental (Fonte: ANP,
2016).

A pera 'Rocha’ apresenta frutos com calibres maioritariamente entre 55 e 65 mm. E
possivel obter calibres superiores quando o pomar é devidamente cuidado, a nivel de rega,

fertilizacdo e operacdes culturais.
A forma do fruto varia entre arredondada e alongada.

A epiderme € de cor amarela-verde clara, com uma carepa a volta do pedinculo.

Este é comprido, lenhoso e na maioria dos casos, fino (Figura 2).



A polpa caracteriza-se pela cor branca, macia crocante (na maturagdo comercial)
ou macia fundente (na maturagéo fisiologica). E granulosa, doce e muita sumarenta com

cheiro agradavel (Alexandre et al., 2001).

Figura 2 — Imagem de pera ‘Rocha’ (Fonte: Luis Vicente, S.A., 2016).

2.1.1. Aspetos econdmicos

A pera ‘Rocha’ ¢ um fruto transacionavel no mercado internacional ha mais de uma
década. As exportacOes tém aumentado consideravelmente, tendo passado de 14 milhdes
de euros para 87 milhGes de euros, de 2000 a 2015, sendo o saldo comercial positivo (76
milhdes de euros em 2015). O principal destino das exporta¢des de pera ‘Rocha’ é a Unido
Europeia (GPP, 2016).

Em 2005 Portugal produziu cerca de 130 000 toneladas de pera ‘Rocha’, aumentado
a producao para 210 000 toneladas em 2015. Este aumento deriva da intensificacdo de
novos pomares, ja que a area de producao se manteve sensivelmente constante (GPP,
2016).



Pera - Area (ha) e Producio (ton)

250 000 12 500

12 000

[5.]
=]
[=)

11 000

10 000
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Producéo ssess Area

Figura 3 — Area (ha) e produgdo (ton) de pera ‘Rocha’ em Portugal (Fonte: GPP, 2016).

2.1.2. Colheita e pds-colheita da pera ‘Rocha’

A colheita dos frutos é uma operacdo que deve ser efetuada na época prépria de
cada cultivar, devido a influéncia que pode exercer na qualidade e poder de conservacao
dos frutos. Estes sdo colhidos num estado de maturacdo que permita obedecer as

exigéncias de qualidade comercial (DGADR, 2012).

A antecipacdo da colheita pode desvalorizar a qualidade dos frutos, nomeadamente
pela menor coloragéo da epiderme, propriedades organoléticas inferiores, maior perda de

peso durante a conservagdo, suscetibilidade ao “bitter pit”, escalddo superficial e

acastanhamento interno (DGADR, 2012).

A colheita tardia, embora possa favorecer algumas das caracteristicas dos frutos,
como a coloracdo e qualidades organoléticas, conduz, se efetuada de forma generalizada,
a maiores perdas de consisténcia dos frutos durante a conservacdo, periodo de
conservacdo mais curto, maior sensibilidade as manipulagdes, maior vulnerabilidade aos
escalddes de senescéncia e maior sensibilidade a acdo do didxido de carbono. Em geral,

as peras sao sensiveis as desordens fisioldgicas das baixas temperaturas (DGADR, 2012).

A tabela 1 resume os efeitos da época de colheita no desenvolvimento de alteraces

fisiologicas na pera ‘Rocha’.



Tabela 1 - Efeitos da colheita precoce ou tardia em Pomdideas (DGADR, 2012).

Colheita
Alteracgao fisiologica .
Precoce Tardia

escalddo comum +

“bitter pit” +

vitrescéncia +
coragdo castanho “COZ2 injury” +
acastanhamento interno +
engelhamento da epiderme +

escalddo mole +
“Jonathan spot” +

+ - maior sensibilidade.

Para que a pera ‘Rocha’ chegue ao consumidor na sua melhor qualidade é preciso
que a colheita seja realizada em condi¢des otimas, de forma a atingir o melhor sabor e
aroma no consumidor. A colheita é a primeira fase de sele¢do no processo da qualidade.
Tradicionalmente, na regido Oeste, a colheita das peras € feita a partir da segunda semana
de agosto. A decisdo da data de colheita € um aspeto fundamental no processo de
conservacdo (Alexandre et al., 2001). Colheitas precoces ou tardias, deficientemente

executadas, originam frutos de menor qualidade.

Segundo o Caderno de Especificagdes da Pera ‘Rocha’, para a determinacao da data

Otima de colheita recorrem-se aos seguintes parametros (ANPR, 2009):
* Firmeza da polpa entre 53,9 € 63,7 N
« Indice refratométrico entre 11 e 13 °Brix
* Acidez entre 2-3 g/L de acido malico
* N° de dias ap0s plena floragdo — 135 a 140 dias
* Cor das sementes

Uma das grandes qualidades da pera ‘Rocha’ é a sua excelente capacidade de
conservacdo (ANPR, 2009): em atmosfera normal conserva-se cerca de cinco meses a
temperatura de 0 °C; em atmosfera controlada é possivel prolongar a conservacdo para

sete a oito meses (a 0 °C) (Alexandre et al., 2001).



A atmosfera controlada ndo sé diminui o risco de escalddo superficial como permite
0 controlo dos acastanhamentos internos. Inversamente poderdo surgir as cavernas

carpelares (Alexandre et al., 2001).

Recentemente, Almeida (2017) apresentou uma tabela de condigdes Otimas de

armazenamento adaptadas a pera ‘Rocha’ (Tabela 2).

Tabela 2 — Condic¢des de atmosfera controlada para a pera ‘Rocha’ produzida na regiao
Oeste armazenada a temperatura de -1 a 0 °C (Fonte: Almeida, 2017).

Critério Oxigénio Dioxido de carbono
Intervalo 0,2 a 3,0 kPa <0,7 kPa
Otimo técnico 0,2 a0,5kPa 0,5 kPa

Reducéo da taxa de
. respiracdo, producéo de y ]
Beneficios ) N Retencdo da cor e firmeza
etileno, alteracéo de cor,

manutencgéo da firmeza

Potencial de beneficio Elevado Ligeiro

Niveis indutores de
<0,1 kPa >1 kPa
danos

) _ Flavours de fermentagéo;
Sintomas de danos Flavours de fermentacéo _ L
acidentes fisioldgicos internos

Potencial de danos Moderado Elevado

2.2. Desordens fisiologicas da pera ‘Rocha’

2.2.1. Escaldéo superficial

O escalddo superficial € uma desordem fisiologica do armazenamento que afeta
peras e macds. Esta desordem desenvolve-se durante o armazenamento em frio e
intensifica-se apds os frutos estarem sujeitos a temperaturas de mercado (Whitaker,
2013). Em pera ‘Rocha’ esta desordem surge normalmente apds quatro meses de
armazenamento no frio (Isidoro et al., 2006). Os sintomas do escalddo superficial sdo o
aparecimento de manchas castanhas ou pretas na pele, devido a necrose de algumas

camadas de células hipodérmicas. A suscetibilidade ao escalddo superficial varia com a



cultivar, com as condi¢des climéticas durante a producdo, o estado de maturacdo a
colheita e com as condi¢des de armazenamento (Whitaker, 2013).

O sesquiterpeno (E,E)-a-farneseno acumula-se em quantidades relativamente
grandes na pele de peras e macads (cuticula, epiderme e hipoderme), durante o
armazenamento no frio. A oxida¢do do a-farneseno origina triendis conjugados, que sao
bastante reativos, e que vao perturbar as membranas das células da pele dos frutos e causar
0 seu acastanhamento e necrose, devido a acéo da polifenoloxidase (Isidoro et al., 2006).

2.3.  1-Metilciclopropeno no controlo de desordens fisiologicas do
armazenamento
A utilizacdo de difenilamina (DPA) tem sido um meétodo de prevencao do escalddo
superficial em peras e magés, devido a sua agédo antioxidante (Drzyzga, 2003). Ate 2013
a pera ‘Rocha’ foi conservada com a aplicacdo do fungicida imazalil para reduzir o
desenvolvimento de podriddes e de difenilamina (DPA) para controlar o acastanhamento
interno e o escalddo superficial. Contudo, a partir desse ano o uso do DPA foi proibido
na Unido Europeia e obrigou a utilizacdo de alternativas para a conservacao deste fruto
(Almeida et al., 2015).

O 1-metilciclopropeno (1-MCP) é um cicloalceno blogueador da acéo do etileno,
responsavel pela maturacdo e senescéncia dos produtos hortofruticolas. O 1-MCP é
bastante utilizado para a manutencdo da qualidade dos produtos hortofruticolas e para
aumentar o seu periodo de armazenamento, pela sua eficacia e por ser ndo-toxico
(Xiaoyang et al., 2015). Muitos estudos mostraram que o 1-MCP ndo apenas mantém a
qualidade dos produtos em pds-colheita, mas como pode prevenir desordens fisioldgicas
eficazmente durante o armazenamento e em vida de prateleira de macas e de algumas
cultivares europeias de pera (Hui et al., 2011). O 1-MCP previne o escalddo superficial

através da reducao da sintese de a-farneseno (Almeida et al., 2015).

Embora 0 1-MCP seja eficaz na conservagdo de pera ‘Rocha’ e na prevengéo de
desordens fisioldgicas, o 1-MCP podera provocar um atraso do amadurecimento dos
frutos quando retirados da camara de conservacgdo e colocados a 20 °C (Alpalhéo et al.,
2009). Este atraso da maturacdo resulta numa textura da polpa mal classificada em provas

organoléticas. O efeito do 1-MCP associado as condi¢Ges de atmosfera controlada



mantém-se durante a vida de prateleira, provocando um atraso na maturacdo devido a
incapacidade da pera ‘Rocha’ retomar a producdo de etileno quando submetido a este

tratamento (Saquet et al., 2016).

2.4. Nanoemulsoes baseadas em 6leos essenciais

As peliculas ediveis tém sido propostas como uma solucdo para aumentar a
qualidade e a seguranca de produtos alimentares. Esta tecnologia protege os produtos
alimentares da desidratacdo e funciona como uma barreira aos gases do exterior. Além
disso, é possivel a incorporacdo de compostos nestas peliculas como agentes
antimicrobianos, antioxidantes, entre outros (Acevedo-Fani et al., 2015).

O alginato de sddio € um polissacarido isolado de algas marinhas, usado na industria
alimentar como espessante, e que também possui propriedades favoraveis a formacéo de

peliculas (Acevedo-Fani et al., 2015).

Os oleos essenciais sdo 6leos aromaticos extraidos de plantas, e sdo normalmente
utilizados como aromatizantes em produtos alimentares (Acevedo-Fani et al., 2015). As
suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas contra Varios microrganismos
patogénicos tém sido demonstradas em varios ensaios (Donsi et al., 2011). No entanto, a
incorporacdo de Oleos essenciais em peliculas ediveis estd limitada, principalmente
porque concentracdes eficazes no controlo de microrganismos sao suficientemente altas
para causar alteracbes organoléticas que diminuem a aceitacdo dos produtos pelo
consumidor. A baixa solubilidade em agua dos 6leos essenciais é outro fator da sua
limitacdo de aplicacdo (Acevedo-Fani et al., 2015). Para minimizar o impacto nas
caracteristicas organoléticas dos produtos alimentares nos quais 0s 0leos essenciais estdo
aplicados, estes necessitam de ser protegidos da interacdo com outros compostos e do

stress ambiental durante o armazenamento (L., et al., 2016).

As nanoemulsdes sdo emulsdes cuja dimensdo das goticulas varia entre 20 e 200
nm (Li et al., 2016). Atualmente esta tecnologia é usada em fitofarmacos, na cosmética,
em produtos farmacéuticos (Lu et al., 2017) e estd a ser usada cada vez mais na
encapsulacdo, protecdo e libertacdo de ingredientes lipofilicos em produtos alimentares
liquidos ou hortofruticolas minimamente processados. A pequena dimensdo das goticulas

permite o melhoramento das propriedades fisico-quimicas, da estabilidade da emulsao,



da melhoria da atividade antimicrobiana através do aumento da superficie de contato por
unidade de massa (Acevedo-Fani et al., 2015), pela intensificacdo da biodisponibilidade
das substancias ativas e do seu transporte através de membranas bioldgicas (Salvia-
Trujillo et al., 2015). O aumento da superficie de contato permite a utilizacdo de menores
doses de substancias ativas em comparacdo com as emulsfes convencionais. Outros
autores verificaram uma atividade antimicrobiana alta em nanoemulsdes com 0leos

essenciais (Acevedo-Fani et al., 2015).

A natureza hidrofébica dos 6leos essenciais induz perturbacGes ao nivel da
membrana citoplasmatica, como a alteracdo do fluxo de eletres, transporte ativo e
promovem a coagulacdo de produtos intracelulares, causando o colapso das células dos
microrganismos (Salvia-Trujillo et al., 2015).

O citral (3,7-dimetil-2, 6-octadienal) € um monoterpeno que ocorre naturalmente
em plantas e nos frutos citricos. Possui atividade antifingica e bactericida, inseticida,
desodorizante, entre outras. O citral € suscetivel a degradacdo por oxidagéo, que resulta
na perda da atividade antimicrobiana em condicdes de armazenamento normais. E
também insoltvel em agua a pH neutro. As nanoemuls6es sdo uma tecnologia eficaz para

a microencapsulacao, solubilizacao e protecao deste composto (Lu et al., 2017).

Cymbopogon citratus, de nome comum erva-principe ou “lemongrass”, em inglés,
é uma planta que tem sido cultivada com fins medicinais em varios paises. E caracterizada
por um aroma intenso a limao devido a alta concentracdo de citral (75%) no seu 6leo
essencial. O 6leo essencial da erva-principe tem atividade antimicrobiana contra fungos,

leveduras e bactérias Gram(+) e Gram(-) (Riquelme et al., 2017).



2.5. Justificacdo e objetivos

As peras sdo frutos climatéricos, nos quais as principais modificacdes resultantes
da maturacdo séo reguladas pela producdo interna de etileno e pelo aumento da taxa
respiratoria. Durante o amadurecimento sdo verificadas nos frutos alteragdes na firmeza
da polpa, na cor, na acidez, no teor de aglcares e na producdo de aromas (Alpalhéo et al.,
2009). Até 2013, a prevencdo do aparecimento da desordem fisioldgica de frio, escalddo
superficial, durante a conservagao da pera ‘Rocha’ em Portugal, fazia-se com recurso a
difenilamina (DPA), que foi proibida na Unido Europeia a partir desse ano (Almeida et
al., 2015). Atualmente a conservagdo da pera ‘Rocha’ faz-se através da utilizacdo de 1-
metilciclopropeno (1-MCP), que é eficaz na prevencao desta desordem fisiologica, mas
que causa problemas de amadurecimento e, consequentemente, da textura da polpa,

nomeadamente na manutencdo de valores de firmeza muito elevados.

O objetivo deste trabalho é testar a eficacia de nanoemulsdes baseadas em 6leos
essenciais na conservacao de pera ‘Rocha’ a 0 °C em atmosfera normal, nomeadamente
na prevencao do aparecimento do escalddo superficial e de doencas pos-colheita, sem
comprometer as caracteristicas organoléticas tipicas do fruto no momento do seu
consumo. Espera-se que a acdo antioxidante dos 6Oleos essenciais previna o escalddo
superficial, que é provocado pela oxidagdo do a-farneseno; que a natureza antimicrobiana
dos Oleos essenciais reduza a incidéncia de doencas pds-colheita, e que a pelicula formada

crie uma barreira semipermeavel aos gases e reduza a producéo e efeito do etileno.
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3. Materiais e métodos

3.1. Quimicos

As nanoemulsdes usadas consistiram em solucdes de alginato de sodio e diferentes
concentracfes de dois Oleos essenciais — citral e dleo essencial de erva-principe —
encapsulados a escala nano. A agua utilizada para a elaboracdo destas nanoemulsdes foi
obtida num sistema de filtragdo Millipore Milli-Q (Merck, Darmstadt, Germany). Foi
usado alginato de sodio (Sigma-Aldrich, Germany). Os 6leos essenciais utilizados na
preparacdo das nanoemulsdes foram o citral (ACROS Organics Citral 95% mixture of cis
and trans), e Oleo essencial de erva-principe (Cymbopogon citratus) (Oils4life
aromatherapy Lemongrass Cymbopogon Schoenanthus Qil). Como emulsionante usou-
se polisorbato 80 (Tween 80, Fisher Bioreagents BP338-500). Como indutor de
reticulagdo polimérica usou-se cloreto de calcio (PRS Panreac Calcium Chloride
anhydrous powder purissimum) e acido ascorbico (F L-Ascorbic acid) como antioxidante.

Na execucdo da microbiologia usaram-se os meios de cultura Plate Count Agar
(PCA) para bactérias e o Dicloran Rose-Bengal Cloranfenicol Agar (Biokar, Paris,
Franca) para fungos e leveduras. Utilizou-se soluto de Ringer (Biokar, Paris, Franca) para

diluir as amostras.

3.2. Procedimentos

3.2.1. Preparacao das nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram preparadas dissolvendo alginato de sédio em agua
ultrapura, previamente aquecida a 70 °C em placas de aquecimento (VELP Scientifica),
com agitacdo continua até a solucdo ficar homogénea e sem particulas em suspensao.
Ap0s o alginato de sodio arrefecer até a temperatura ambiente, incorporaram-se 0s 6leos
essenciais citral, 6leo essencial de erva-principe (Cymbopogon citratus), e polisorbato 80
como emulsionante, na proporcdo 6leo/surfactante de 1:3. Essa incorporacdo dos 6leos
foi feita usando um “thermomix” (Vorwerk & Co. KG, Wuppertal, Germany) e fazendo
6 séries de homogeneizagdo das emulsdes, com a duracdo de 1 min e na velocidade 9,
sem exceder os 37 °C. Depois, a emulsdo foi homogeneizada com um T-18 Ultraturrax
(IKA, Staufen, Germany) durante 1 min a 11,000 rpm. As concentracGes de cada

componente das nanoemulsdes estdo descritas na tabela 3:
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Tabela 3 — Nanoemulsdes aplicadas nas peras.

Concentracao )
Ndmero o . Alginato
Cddigo da ) do(s) 6leo(s)  Tween 80 o
do Substancia o de sodio
nanoemulséo essencial(is) (9/1009)
tratamento (9/1009)
(9/1009)
1 Cl 1% Citral 1,00 3,00 2,00
2 Cl 2% Citral 2,00 6,00 2,00
3 EP 1,25% Erva-principe 1,25 3,75 2,00
4 EP 2,5% Erva-principe 2,50 7,50 2,00
5 Controlo - - - -

A composicdo e concentragcBes das nanoemulsdes sdo baseadas num trabalho
realizado por Gago et al. (2019). As concentragdes dos 6leos essenciais sdo superiores a
concentragdo minima inibitoria (MIC), pois contou-se com uma libertacdo lenta dos
mesmos devido ao seu encapsulamento, e por ser um ensaio de longa duracdo, poderia

haver alguma perda por volatilizagdo ao longo do tempo.

3.2.2. Caracterizacao fisico-quimica

As dimensdes das goticulas, o indice de polidispersidade e o diametro médio das
goticulas grosseiras foram medidos usando um difractometro de laser (Nano-ZS
Zetasizer, Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.) funcionando a 633 nm, 25 °C e

equipado com um detetor de retroespalhamento (173°).

As dimensdes das goticulas e a sua forma foram observadas diretamente atraves de
microscopia eletronica de coloracdo negativa. As nanoemulsdes foram diluidas usando
agua ultrapura com um fator de diluicdo de 1:10, e adsorvidas durante 1 minuto em redes
de cobre/paladio revestidas com carbono. Depois, as redes foram lavadas trés vezes,
flutuando com a face para baixo durante um minuto. As amostras foram negativamente
coradas colocando-as com a face para baixo durante 1 minuto numa gota de molibdato de
amonio a 2% (p/p) a pH 6,5. As redes foram observadas num microscopio eletrénico de
transmissdo Morgagni 268D TEM (FEI Company, Netherlands) com uma camara CCD
Mega-View (Olympus).
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3.2.3. Material vegetal

Neste ensaio foram utilizadas peras Pyrus communis L. cv. ‘Rocha’ provenientes
de um Unico pomar, situado no Bombarral (distrito de Leiria), e colhidas hum estado de
maturacdo semelhante e apropriado para armazenamento em camara frigorifica, e
transportadas no mesmo dia para a Universidade do Algarve (Faro, Portugal). As peras
foram selecionadas de modo a que a amostra fosse homogénea em termos de calibre e

que ndo apresentasse sintomas de doenc¢as ou danos mecanicos visiveis.

3.2.4. Aplicagao das nanoemulsoes

Com a nanoemulsdo dentro de um recipiente plastico, as peras foram mergulhadas
durante 2 minutos, sendo ligeiramente agitadas para garantir a total cobertura dos frutos
pelo tratamento. Apés este procedimento, as peras foram colocadas numa solucéo de
cloreto de célcio (1%) e acido ascorbico (1%) durante 1 minuto, para induzir a formacéo
de reticulacao polimérica (“crosslinking”) e fixar a nanoemulsdo a epiderme. Depois foi
retirado o excesso de emulsdo através da utilizacdo de um utensilio de cozinha para
escorrer salada. Seguidamente, os frutos foram colocados em caixas de polipropileno
abertas, contendo cada caixa 18 peras, e apds a aplicacdo das nanoemulsdes, as caixas
foram identificadas com o respetivo tratamento e colocadas em camara frigorifica a 0 °C,
com humidade relativa do ar de 90-95% e concentracdes atmosféricas normais de

oxigénio e dioxido de carbono.

3.2.5. Tiragens

Apls a aplicacdo das nanoemulsbes fez-se uma tiragem de cada tratamento e
procedeu-se a analise dos diversos parametros descritos nas proximas alineas. As tiragens
consistiram em retirar 12 frutos de 3 caixas diferentes (repeticdes) de cada tratamento da
camara frigorifica e analisaram-se 6 peras de cada uma das repeticdes no proprio dia, e
deixou-se 0 mesmo nimero de frutos a temperatura de cerca de 21 °C durante 7 dias, para
simular tempo e condi¢des de prateleira (“shelf-life”). Foram feitas tiragens no dia da

aplicacdo das nanoemulsbes, 2, 4 e 6 meses depois, e apds o0s respetivos 7 dias de
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prateleira. Assim, cada tratamento teve 18 frutos analisados, organizado por 3 réplicas de
6 peras cada, aos 0 dias e aos 7 dias apds a saida da caAmara.

3.2.6. Parametros analisados

3.6.2.1. Desordens fisioldgicas
A incidéncia de desordens fisioldgicas, como o escaldio superficial e o
acastanhamento interno, foi verificada através de avaliacdao visual, efetuada por varios
elementos da equipa do laboratorio e como descrito em (Gago et al., 2015). Os resultados

foram expressos em percentagem do niimero total de frutos.

3.2.6.2. Cor da epiderme
A cor da epiderme dos frutos foi determinada com recurso a colorimetria. Foi usado
um colorimetro Minolta Meter CR-300 para medir a luminosidade, a cor e a saturagédo
através da escala CIEL*a*b*. Esta escala de classificacdo contém uma variavel para a
luminosidade (L*) e duas variaveis para a cor (a* e b*). Num modelo tridimensional
(figura 4), o eixo cromatico a* varia entre o verde (-a*) e o vermelho (+a*), o eixo
cromatico b* varia entre o azul (-b*) e o amarelo (+b*). O eixo da luminosidade,

representada por (L*) varia entre 0 (negro) e 100 (branco) (Sappi, 2013).

No inicio de cada série de medicdes, o colorimetro foi calibrado numa superficie branca
com um padrao pré-definido (Y = 93.0; x = 0.3133; y = 0.3193).

As leituras foram efetuadas em trés pontos na zona equatorial de cada fruto e registados
os valores de L*, a* e b*, com base nesses valores, foi calculado o croma ou saturacéo da

cor (C*) e a tonalidade (h°), com base nas férmulas:

+ 180

180
et ) = SE (ax> Oarctan(b «/a ») x zm7o s arctan(b  a +) X o=

Chroma(C *) = Vax*+ b +2
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L*=0

Figura 4 — Sistema de cores CIELab (Fonte: Sappi, 2013).

3.2.6.3. Firmeza
A resisténcia e dureza da polpa das peras foi determinada através de ensaios de
firmeza. Para efetuar estes testes, utilizou-se um penetrometro Chatillon TCD200 com
um Digital Force Gauge DFIS 50 (John Chatillon & Sons, Inc., USA) e um émbolo de 8
mm de diametro, que perfurou o fruto até aos 7 mm de profundidade. A penetracdo do
émbolo foi efetuada em dois pontos opostos de cada pera, na zona equatorial do fruto.

Nesses locais a casca da pera foi previamente removida.

A firmeza do fruto foi expressa em Newton (N) e consistiu na média dos dois

valores obtidos em cada fruto.

3.2.6.4. Teor de sélidos soltveis (TSS)
O °Brix é uma unidade que representa o teor de sélidos soltveis numa solucdo. O
°Brix dos frutos foi medido através do refratometro digital PR1 ATAGO Co LTD (Japan).

A polpa das peras foi moida e filtrada, obtendo-se um sumo sem polpa e
representativo de todo o fruto. O sumo usado para a determinacdo do TSS nao foi sujeito

a nenhuma diluicéo.

15



3.2.6.5. Acidez titulavel
A acidez dos frutos € resultante dos &cidos organicos presentes nos mesmos. Para
determinar a concentracdo de acidos organicos nas peras, recorreu-se a titulagdo. Foi
utilizado um titulador automatico Titroline (R) 6000, SI Analytics GmBH, Germany.
Como titulante usou-se NaOH com concentracgdo de 0,1 N e as amostras tituladas foram
retiradas do mesmo sumo obtido para determinagédo do TSS, mas sujeitas a uma diluicdo
de 1:2 em &gua destilada. Os resultados foram expressos em gramas de &cido malico por

mL de solucdo titulada (g &cido méalico/mL).

3.2.6.6. Extravasamento eletrolitico
Quando uma celula morre e a integridade da membrana celular se perde, ocorre
derramamento de eletrolitos para fora da célula. O extravasamento eletrolitico, ou, em
inglés, electrolytic leakage, permite quantificar a morte de células através da medicao da
condutividade elétrica da &gua que contém os tecidos. Esta técnica tem sido usada para
quantificar a morte celular derivada de stress bidtico, abiético, de frio e calor, entre outros
(Hatsugai et al. 2018). Neste ensaio, este método permitiu analisar a integridade celular

dos tecidos ao longo do tempo.

O extravasamento de eletrolitos foi avaliado como descrito por Antunes e
Sfakiotakis (2008) com modificac6es. Para cada tratamento foram usadas duas amostras,
compostas por 5 discos de pele de pera com 18 mm de didmetro, de 5 frutos diferentes.
Os discos de pele de pera foram lavados com agua desionizada para eliminar a presenca
de ibes extravazados na superficie do corte e colocados em 20 mL de agua desionizada.
Depois de uma incubacdo a 22-25 °C durante 6 horas, a condutividade eléctrica da
suspensdo foi medida com recurso a um condutivimetro Orion 011007 (Thermo Scientific
Orion StarTM, Berverly, USA). Depois as suspensdes foram colocadas num autoclave a
120 °C durante 20 minutos e deixadas arrefecer até a temperatura ambiente. A
condutividade elétrica foi medida novamente e considerada o extravasamento eletrolitico
total. A percentagem de condutividade medida antes e depois da amostra ser fervida foi
considerada como o racio (x100) das medicdes de condutividade antes e depois de se

terem aquecido as amostras.
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3.2.6.7. Contagem de microrganismos
Foram efetuadas contagens de microrganismos para cada tratamento. Estes
procedimentos consistiram na contagem de bactérias aerobias mesofilicas, psicrofilicas,
de fungos e leveduras. A contagem de mesoéfilos e psicrofilos foi feita de acordo com a
norma portuguesa NP-4405 (2002), usando como meio o Plate Count Agar (PCA). A
contagem de fungos e bactérias foi efetuada de acordo com a norma ISO 21527-2 (2008),

usando como meio o Dicloran Rose-Bengal Cloranfenicol Agar (Biokar, Paris, Franca).

Transferiram-se 10 gramas de cada amostra para 90 mL de agua peptonada (Oxoid)
e foram homogeneizados. Foram preparadas dilui¢des decimais usando o mesmo
solvente. A temperatura de incubacao das leveduras e fungos foi de 25 + 1 °C durante 48-
72 h, para as bactérias aerobias mesofilas foi de 30 + 1 °C durante 24-72h e de 6,5+ 1 °C
durante 5 a 10 dias para bactérias psicrofilicas. Estes ensaios foram realizados em
triplicado. Os resultados foram expressos como Logl0 CFU (Colony Forming Unit) por

grama de peso fresco.

3.2.6.8. Perda de peso
O ensaio de perda de peso mede a perda de &dgua dos frutos por transpiracdo ao
longo do tempo. Trés caixas com 18 frutos de cada tratamento foram pesadas antes da
colocagdo em camara frigorifica e pesadas novamente nos dias das tiragens de frutos para
proceder as analises. As caixas foram pesadas apds serem retiradas da camara frigorifica

(dia 0) e apos o tempo de prateleira (dia 7).

Os resultados da perda de peso foram apresentados em percentagem, e calculados

através da férmula:

Pesoinicial - Pesofinal

(%) = x 100

Perda de peso Pesoinicial
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3.6.2.9. Avaliacéo sensorial

Foi efetuada uma prova organolética com 15 provadores semi-treinados com base
numa escala de 7 pontos (1 = desgosto bastante; 2 = desgosto; 3 = desgosto ligeiramente;
4 = ndo gosto nem desgosto; 5 = gosto ligeiramente; 6 = gosto; 7 = gosto muito) para
caracterizar os seguintes parametros: aparéncia do fruto, aparéncia da polpa, aroma,
docura, textura, sabor e aceitacdo geral. O painel de provadores consistiu em estudantes
e colaboradores da faculdade, que foram treinados desde o inicio do ensaio para se
familiarizarem com as caracteristicas do fruto e com os preceitos das provas. Todos 0s
parametros foram analisados ap6s 6 meses de armazenamento no frio e apds 7 dias de
tempo de prateleira. A prova organolética foi realizada num laboratério destinado a testes

sensoriais, equipado com compartimentos individuais para provas.

3.6.2.10. Analise estatistica

A analise estatistica foi efetuada com recurso ao software SPSS 24.0 (IBM, Inc.).
Foi efetuada uma “Two-way analysis of variance (ANOVA)” utilizando 0s tratamentos e
o tempo de armazenamento como fatores. Usou-se o teste de Duncan (multiple-range)

(P<0.05) para comparagédo das médias.

4. Resultados e Discussao
4.1. Nanoemulsoes

4.1.1. Tamanho das goticulas, polidispersidade e potencial zeta

Existem vérias opiniGes sobre o intervalo de tamanhos das goticulas de uma
emulsdo, para que se considere dentro da escala “nano”. Otoni et al., (2016) consideram
gue uma emulsdo se enquadra na escala “nano” se as goticulas possuirem uma dimenséo
inferior a 500 nm. Li et al., (2016) e Harwansh et al., (2019) referem-se a nanoemulsao

como uma emulsdo com goticulas com dimensdes entre 20 e 200 nm.

A polidispersidade € um fator importante e a ter em conta em sistemas coloidais, ja
gue os seus constituintes (goticulas de 6leos essenciais) nunca sdo idénticos, tanto em

tamanho, como em forma. As interacdes decorrentes da polidispersidade podem ter uma
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influéncia consideravel na estabilidade da emulsdo e nas suas propriedades mecanicas,

podendo originar processos de agregacdo ou percolagdo (Wensink, 2019).

Quanto mais elevado ¢ o indice de polidispersidade, mais heterogéneo é o tamanho
das goticulas (Shrivastava, 2018). indices de polidispersidade inferiores a 0,3 indicam
uma uniformidade no tamanho das goticulas (Ishaka et al., 2014) (Glindel et al., 2019).
Tabela 4 — Tamanho das goticulas (nm), indice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta

(mV) das nanoemulsdes contendo alginato de sodio, citral e 6leo essencial de erva-
principe (Cymbopogon citratus).

Tamanho médio Indice de Potencial zeta
Nanoemulséo o )
das goticulas (nm)  polidispersidade (mV)
Cl 1% 42,15+19,78 bc 0,36+0,05 a -52,84+5,51 ¢
Cl 2% 26,04+9,41 ¢ 0,31+0,07 ab -37,79+14,78 b
EP 1,25% 82,81+68,05 a 0,36+0,07 a -28,29+18,51 ab
EP 2,5% 68,28+37,83 ab 0,26+0,08 b -23,10+11,31 a

a,b,c Meédias na mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes em

p < 0,05. Os valores mostrados correspondem as médias + desvio padréo.

Todas as formulag6es obtidas tiveram uma encapsulacdo com dimensées dentro do
intervalo considerado “nano”. Houve diferencas no tamanho das goticulas entre os
tratamentos, em particular nos tratamentos contendo 6leo essencial de erva-principe.
Estes apresentam aproximadamente o dobro do tamanho das goticulas dos tratamentos
contendo citral. Os tratamentos com as concentraces mais altas de 6leos essenciais (Cl
2% e EP 2,5%) apresentaram goticulas de menor dimensdo que as restantes. Os
tratamentos Cl 2% e EP 2,5% apresentam uniformidade no tamanho das goticulas
possuindo indices de polidispersidade de 0,31 e 0,26, respetivamente. As nanoemulsdes
Cl 1% e EP 1,25% formaram goticulas com dimensdes mais heterogéneas, com um indice

de polidispersidade ligeiramente superior, de 0,36.

O potencial zeta € o potencial elétrico entre a superficie das goticulas e 0 meio
liquido, e pode ser utilizado como um indicador da estabilidade da emulsdo. Valores de
potencial zeta maiores que 30 mV e menores que -30 mV sao indicadores de estabilidade

das emuls6es diminuindo a ocorréncia de fendmenos de agregacédo (Krstic et al., 2018).

Na tabela 4 estdo apresentados os valores (em mV) do potencial zeta das

nanoemulsdes. Estes valores sdo negativos e vao de -52,84 (Cl 1%) a -23,10 (EP 2,5%).
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O tratamento CI 2% apresentou um potencial zeta de -37,79 mV e o tratamento EP 1,25%
teve um resultado de -23,10 mV, sugerindo que as nanoemulsdes contendo (unicamente)
citral seriam mais estaveis, pois as suas goticulas possuem um potencial zeta mais
negativo e consequentemente, uma maior resisténcia a coalescéncia. Segundo Artiga-
Artigas et al. (2017), a carga elétrica negativa das goticulas deve-se ao facto do agente
emulsionante Tween 80 ter um baixo peso molecular, de ser ndo i6nico e de revestir

rapidamente as goticulas recém-formadas durante o processo de emulsdo.

4.1.2. Microestrutura

A estrutura das goticulas de cada tratamento foi examinada por microscopia
eletronica de transmissdo (MET), e observaram-se diferencas em relacdo a forma e
disposicdo das mesmas.

C

Figura 5 — Imagens ao microscopio eletronico de transmissdo (MET) das nanoemulsdes.
A (Cl 1%), B (CI 2%), C (EP 1,25%) e D (EP 2,5%).



Tabela 5 — Tamanhos médios das goticulas das nanoemulsdes (nm), obtidos ao
microscopio eletronico de transmissdo e com recurso ao difratometro de laser.

Tamanho médio das

B Tamanho médio das goticulas (nm)
Nanoemulséo ) o
goticulas (nm) (MET) (Espalhamento dinamico

de luz)

Cl 1% 111,8 £ 95 42,15+ 19,78
Cl 2% 96,5 + 33,6 26,04 + 9,41
EP 1,25% 87,96 + 31,87 82,81 + 68,05
EP 2,5% 60,43 + 30,04 68,28 + 37,83

As imagens obtidas ao microscopio eletronico de transmissdo (MET) permitiram
estudar as dimensdes das goticulas, observando-se tamanhos médios de 111,8 £ 95 nm
no tratamento Cl 1% (figura 5A) e 96,5 + 33,6 nm (figura 5B). Existe uma discrepancia
nas dimensdes das goticulas nas medicOes efetuadas ao microscopio eletronico
comparativamente as medicOes efetuadas através do difratometro de laser, por
espalhamento dinamico de luz (EDL), verificando-se no tratamento Cl 1% dimensdes
médias de 111,8 £ 95 nm (MET) contra 42,15 £ 19,78 nm (EDL), e 96,5 £ 33,6 nm (MET)
contra 26,04 + 9,41 nm (EDL) para o tratamento ClI 2%. Esta disparidade das dimensdes
observadas pode ser explicada pela diferenca dos mecanismos de medicdo de cada
método. De acordo com Eaton et al. (2017), o método de medicdo EDL (difratometro de
laser) ¢é sensivel a dispersdo e agregacdo das particulas em solugdo. A avaliacdo da
dimenséo das nanoparticulas € efetuada com base na determinacao da frequéncia do seu
movimento, tratando-se de um método indireto, e que é bastante dependente do indice de
refracdo da amostra. Desta forma, esperam-se resultados dispares em relacdo a métodos
de microscopia eletronica, em que a analise da morfologia das particulas é feita
diretamente. Ambas as técnicas permitem obter dados importantes, o EDL possibilita uma
analise da dinamica e da estabilidade das nanoparticulas, enquanto que o MET, além da
observacao direta da dimensdo das nanoparticulas, permite a obtencdo de detalhes sobre

a sua forma.

Nos tratamentos EP 1,25% (figura 5C) e EP 2,5% (figura 5D) verificaram-se
resultados semelhantes da dimensdo das goticulas para cada método de medicdo. Na

nanoemulsdo EP 1,25% verificou-se um tamanho médio das particulas de 87,96 + 31,87

21



nm segundo o MET e 82,81 + 68,05 nm segundo o difratdbmetro de laser. No tratamento
EP 2,5% obteve-se uma dimensdo média das particulas de 60,43 + 30,04 nm segundo o
MET e de 68,28 + 37,83 nm segundo o difratdbmetro de laser.

4.2. Parametros de qualidade dos frutos

4.2.1. Desordens fisiologicas

As peras tratadas com nanoemulsdes contendo 6leo essencial de erva-principe nao
apresentaram sintomas de escalddo superficial ap6s o armazenamento em cémara
frigorifica. Estes sintomas surgiram apds o tempo de prateleira depois de 6 meses no frio
em peras dos grupos controlo, Cl 1% e CI 2%, com incidéncia de 2,8%, 5,6% e 13,9%,
respetivamente. De acordo com estes resultados, o citral e o dleo essencial de erva-
principe parecem ter efeitos opostos na ocorréncia do escalddo superficial em pera
‘Rocha’, em que o citral o promove e o dleo essencial de erva-principe o previne. Sabe-
se que o composto 6-metylhept-5-en-2-one, que esta presente na composicdo do oleo
essencial de erva-principe tem sido associado ao desenvolvimento do escaldao superficial
(Lurie e Watkins, 2012). A conversao de 6-metylhept-5-en-2-one (MHO-one) em 6-
methyl-5-hepten-2-ol (MHO-ol) em maga ‘Granny Smith’ sob stress por baixo nivel de
O pode explicar o desenvolvimento reduzido do escalddo superficial, e a proporgéo
destes compostos pode servir de indicador da sua intensidade (Pesis et al., 2010). O MHO-
ol foi produzido a partir da MHO-one, provavelmente pela enzima alcool desidrogenase
(ADH). Além disso, foi demonstrado por Chervin et al. (1999) e Saquet e Streif, (2008)
que a atividade desta enzima aumenta com o stress por baixo Oz em peras € macas.
Segundo Lima et al. (2010), Medeiros et al. (2012) e Rojas-Grad et al. (2008), a aplicacdo
de peliculas em frutos pode modificar a sua atmosfera interna, como resultado do aumento
da resisténcia as trocas gasosas e reducao da taxa respiratéria. Como tal, é provavel que
as peras tratadas com peliculas contendo 6leo essencial de erva-principe tenham induzido
a conversdao da MHO-one em MHO-ol, promovendo uma menor ocorréncia do escalddo

superficial.

O controlo foi 0 primeiro grupo a apresentar acastanhamento interno, aos 4 meses
em camara frigorifica, mantendo-se a percentagem de frutos afetados no decorrer do
ensaio. Apos 6 meses de armazenamento no frio, os frutos com maior incidéncia de
acastanhamento interno foram os frutos tratados com o tratamento Cl 2%, seguido do CI
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1% e EP 2,5%, que apresentaram valores semelhantes. As peras com o tratamento EP

1,25% né&o apresentaram sintomas de acastanhamento interno, assim como de escalddo

superficial.

Embora niveis baixos de oxigénio em armazenamento contribuam para a prevencao

do escalddo superficial, niveis demasiado baixos de oxigénio combinados com

concentracdes altas de dioxido de carbono podem induzir o aparecimento de

acastanhamento interno (Deuchande et al., 2016). Os frutos onde foram aplicadas

peliculas com maior concentracdo de citral (Cl 2% e EP 2,5%) foram os que tiveram

maior incidéncia de acastanhamento interno, sugerindo que este composto podera ser

responsavel pelo desenvolvimento desta desordem fisioldgica.
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Figura 7 — Incidéncia de acastanhamento interno (%) em pera ‘Rocha’ revestidas com
citral 1% (CI 1%) e 2% (CI 2%), oleo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e
2,5% (EP 2.5%) e Controlo (frutos sem tratamento), ao longo do armazenamento a 0 °C
(A) e apds os subsequentes 7 dias shelf-life (B).

4.2.2. Cor da epiderme

Ap0s a aplicacdo das nanoemulsbes nas peras, os valores de luminosidade (L*) e
tonalidade (Hue) ndo apresentaram variagdes significativas entre as peras tratadas e o
controlo, indicando que os tratamentos ndo afetaram a cor da epiderme dos frutos. Uma
das vantagens da aplicacdo de nanoemulsGes relativamente as emulsdes convencionais é

a sua transparéncia (Uluata et al., 2016).

Tanto nos frutos tratados com as nanoemulsfes como no controlo, observou-se um
aumento de luminosidade (L*) e um decréscimo da tonalidade (Hue), durante o
armazenamento em camara frigorifica. Esta evolugcdo da coloracdo é caracteristica do

processo de maturagdo da pera ‘Rocha’ (Gago et al., 2015).

Até aos 4 meses de armazenamento no frio, as peras nao tratadas (controlo)
apresentaram valores mais altos de luminosidade (L*) e mais baixos de tonalidade (Hue)

do que as peras tratadas, indicando uma maturacdo mais rapida. Aos 6 meses, todos 0s
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tratamentos exibiram uma coloragdo semelhante. Nas tiragens respetivas ao tempo de

prateleira (Dias 7), os resultados foram semelhantes.

Em pera ‘Rocha’, a degradagdo da clorofila € o fator principal da perda da cor verde
da epiderme (Gago et al., 2015). Estes resultados mostram que as nanoemulsdes testadas
atrasam a degradacéo da clorofila tanto em armazenamento no frio a longo prazo, como

em prateleira a temperatura ambiente, sugerindo um abrandamento do processo de

maturacao.
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Figura 8 — Luminosidade (L*) da casca de pera ‘Rocha’ revestidas com citral 1% (CI 1%)
e 2% (CI 2%), oleo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e 2,5% (EP 2.5%) e
Controlo (frutos sem tratamento), ao longo do armazenamento a 0°C (A) e ap0s 0s
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Figura 9 — Tonalidade (Hue) da casca de pera ‘Rocha’ revestidas com citral 1% (CI 1%)
e 2% (CI 2%), oleo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e 2,5% (EP 2.5%) e
Controlo (frutos sem tratamento), ao longo do armazenamento a 0°C (A) e ap0s 0s
subsequentes 7 dias shelf-life (B).

4.2.3. Firmeza

Em todos os grupos a firmeza decresceu ao longo do tempo, tanto depois de
armazenamento no frio como apo6s o tempo de prateleira (figuras 10 e 11). As peras ndo
tratadas com as nanoemulsdes (controlo) tiveram uma perda de firmeza mais acentuada.
Os frutos tratados com as nanoemulsdes com menor concentracdo de 6leos essenciais -
Cl 1% e EP 1,25% - apresentaram uma maior manutencédo da firmeza ao longo do tempo
guando em camara frigorifica. Ap6s o tempo de prateleira, os frutos dos tratamentos Cl
1% e CI 2% e controlo tiveram uma maior perda de firmeza, apresentando os tratamentos
EP 1,25% e EP 2,5% os valores mais altos no final do ensaio. Em termos de adequacéo
para consumo, os frutos tratados com as nanoemulsdes contendo Gleo essencial de erva-
principe exibiram valores de firmeza apropriados (<24 N) (Guerra et al., 2012), enquanto
que o controlo e os frutos tratados com nanoemulsdes contendo citral valores de firmeza

demasiado baixos.
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A diminuicdo da firmeza dos frutos durante a maturacdo é geralmente atribuida a
degradacédo da parede celular e a perda de pressdo de turgescéncia devido a transpiracao
(Khin et al., 2007). A perda de firmeza da polpa das peras ao longo do tempo foi reduzida
pelas peliculas aplicadas, porém a incorporacao de 6leos essenciais nas mesmas pode ter
reduzido a sua capacidade de reter a humidade dos frutos, e assim, haver ainda perda de
firmeza. Contudo, durante o procedimento de aplicagdo das nanoemulsdes nas peras, a
imersdo na solucdo de cloreto de célcio e consequente presenca deste composto no fruto
pode ter influenciado os valores de firmeza. Olivas et al., (2007) sugerem que, em maca
fatiada, a capacidade do calcio em manter a textura das fatias de maca é superior as
peliculas de alginato pelo seu efeito de barreira a saida de humidade, uma vez que em
maca a perda de firmeza ¢ atribuida maioritariamente a degradacdo da parede celular e
em menor escala a reducdo da pressdo de turgescéncia. Apesar dos tratamentos
apresentarem diferentes resultados e isso demonstre efeitos distintos das varias
formulagdes, é provavel que a causa principal da conservacdo da firmeza ao longo do
tempo tenha sido a imerséo dos frutos numa solucéo de cloreto de célcio para inducao de

reticulacdo polimérica (Rojas-Grau et al., 2008).
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Figura 10 — Firmeza (N) da polpa em pera ‘Rocha’ revestidas com citral 1% (CI 1%) e
2% (Cl 2%), 6leo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e 2,5% (EP 2.5%) e
Controlo (frutos sem tratamento), ao longo do armazenamento a 0°C (A) e apds 0s
subsequentes 7 dias shelf-life (B).
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4.2.4. Teor de sélidos soltveis

O teor de solidos solUveis apos a aplicagdo das nanoemulsGes nas peras esteve
compreendido entre 12,23% e 12,97%, tendo-se verificado um aumento principalmente
nos dois primeiros meses de armazenamento no frio, tanto em peras tratadas com as
peliculas, como em peras ndo tratadas, para valores entre 13,43% e 14,30%. Este aumento
do teor de solidos sollveis deve-se a degradacdo do amido em acucares mais simples e
soluveis, que ocorre no fruto nos primeiros periodos de armazenamento. Apds esse
periodo, as peras tratadas com as peliculas contendo 6leo essencial de erva-principe e as
peras ndo tratadas apresentaram um teor de sélidos solGveis superior aos outros
tratamentos, mas no final do periodo de armazenamento em cadmara frigorifica todos os
tratamentos exibiram valores semelhantes. Foram obtidos resultados semelhantes por
Medeiros et al. (2012) num ensaio em que foram utilizadas peliculas de
polissacarideo/proteina em pera ‘Rocha’ fatiada armazenada no frio. Nos primeiros 28
dias, os valores do teor de solidos soluveis das peras tratadas mantiveram-se abaixo dos
valores das peras sem tratamento, contudo, ao fim de 45 dias, as diferencas entre as peras

com e sem peliculas ndo foram significativas.

Depois do tempo de prateleira apos a aplicagdo das nanoemulsdes (0 meses, 7 dias),
o0 teor de sélidos sollveis das peras aumentou em todos os grupos. Nos tempos de
prateleira correspondentes aos 2, 4 e 6 meses de armazenamento no frio, todos os frutos
mantiveram o teor de solidos solUveis a excecdo dos frutos com o tratamento Cl 2%, que
diminuiu no ultimo tempo de prateleira, correspondente a ultima tiragem das peras da

camara frigorifica (6 meses, 7 dias).
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Figura 11 — Teor de sélidos soluveis (°Brix) em pera ‘Rocha’ revestidas com citral 1%
(Cl 1%) e 2% (CI 2%), oleo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e 2,5% (EP
2.5%) e Controlo (frutos sem tratamento), ao longo do armazenamento a 0 °C (A) e ap0s
0s subsequentes 7 dias shelf-life (B).

4.2.5. Acidez titulavel

No primeiro periodo de prateleira (0 meses, 7 dias) e na tiragem de camara

frigorifica apds 2 meses de armazenamento a acidez titulavel diminuiu consideravelmente

em todos o0s grupos com nanoemuls@es e no controlo. Apds esse tempo, observou-se um

pequeno decréscimo da acidez titulavel em todos os tratamentos. A diminuicdo da acidez

titulavel durante a maturacdo em armazenamento no frio foi referida por Galvis-Sanchez
et al. (2004).
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Figura 12 — Acidez titulavel (g acido malico/mL) em pera ‘Rocha’ revestidas com citral
1% (CI 1%) e 2% (CI 2%), oleo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e 2,5% (EP
2.5%) e Controlo (frutos sem tratamento), ao longo do armazenamento a 0 °C (A) e ap0s
0s subsequentes 7 dias shelf-life (B).

4.2.6. Extravasamento eletrolitico

Os valores do extravasamento eletrolitico (electrolytic leakage) foram semelhantes
em todos os grupos de peras ap6s a aplicacdo dos tratamentos. ApOs 2 meses de
armazenamento no frio o extravasamento eletrolitico baixou, provavelmente devido a
uma reorganizacdo da membrana celular, num processo de aclimatacdo as baixas
temperaturas (Larrigaudiéere et al., 2004). Apds 0s 2 meses de armazenamento em camara
frigorifica, o extravasamento eletrolitico subiu em todos os grupos de peras, com e sem
pelicula, sendo esta subida mais acentuada no controlo, com um maximo de 59,83%,
depois de 6 meses de armazenamento no frio. Os frutos tratados com as nanoemulsées
apresentaram extravasamentos eletroliticos entre 43,51% (EP 1,25%) e 52,72% (CI 1%).
A diferenca entre os frutos tratados e ndo tratados com as peliculas sugere uma maior
manutencdo das estruturas membranares das células e menor permeabilidade nos frutos

tratados. Em relagdo aos frutos em tempo de prateleira, os resultados foram semelhantes
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aos referidos anteriormente, tendo o controlo sido também o grupo com maior

extravasamento eletrolitico, em trés das quatro medicGes efetuadas.

Foram obtidos resultados semelhantes num ensaio em manga (Khaliq et al., 2017)
e em frutos de jujuba (Xing et al., 2015), porém com recurso a peliculas contendo
compostos diferentes, quitosano e quitosano mais O6leo essencial de canela,
respetivamente. Os resultados foram atribuidos ao efeito protetor do quitosano e a
atividade antioxidante do 6leo essencial de canela.
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Figura 13 — Extravasamento eletrolitico (%) em pera ‘Rocha’ revestidas com citral 1%
(Cl 1%) e 2% (CI 2%), oOleo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e 2,5% (EP
2.5%) e Controlo (frutos sem tratamento), ao longo do armazenamento a 0 °C (A) e ap0s
0s subsequentes 7 dias shelf-life (B).

4.2.7. Contagem de microrganismos

As nanoemulsdes contendo 6leo essencial de erva-principe foram bastante eficazes
na reducdo de microrganismos mesofilicos no primeiro tempo de prateleira (7 dias ap6s
a aplicacdo das peliculas). Contudo, este resultado ndo se observou no seguimento do
ensaio. O tratamento Cl 2% foi o mais eficiente na reducao de mesofilos, até aos 4 meses,

em condigdes de armazenamento no frio. A nanoemulsdo EP 1,25% foi a que mais
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reduziu os microrganismos mesofilos depois tempo de prateleira ap6s 6 meses em camara
frigorifica. Relativamente aos fungos e leveduras, o controlo foi 0 grupo que apresentou
uma maior quantidade apo6s a aplicacdo das peliculas e 7 dias depois. O maior efeito
antimicrobiano das nanoemulsdes contra fungos e leveduras verificou-se nos tempos de
prateleira, correspondentes aos 0 e 2 meses de armazenamento no frio, principalmente

nos tratamentos contendo 6leo essencial de erva-principe.

Em todos os grupos e momentos de contagem, o numero de mesofilos, fungos e
leveduras nunca chegou a atingir o limite de aceitagdo para consumo de frutos imposto
pelo Institute of Food Science & Technology (IFST), de 6 Log CFU/g (Bierhals et al.,
2011).

Uma das raz6es do baixo crescimento microbiano durante o ensaio podera ter sido

0 pequeno numero de microrganismos presente nas peras no inicio deste.
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Figura 14 — Contagem de microrganismos mes6filos (logUFC/g) em pera ‘Rocha’
revestidas com citral 1% (CI 1%) e 2% (Cl 2%), 6leo essencial de erva-principe 1,25%
(EP 1.25%) e 2,5% (EP 2.5%) e Controlo (frutos sem tratamento), ao longo do
armazenamento a 0 °C (A) e apds os subsequentes 7 dias shelf-life (B).
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Figura 15 — Contagem de fungos e leveduras (logUFC/g) em pera ‘Rocha’ revestidas com
citral 1% (CI 1%) e 2% (CI 2%), oleo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e
2,5% (EP 2.5%) e Controlo (frutos sem tratamento), ao longo do armazenamento a 0 °C
(A) e apds os subsequentes 7 dias shelf-life (B).

4.2.8. Perda de peso

Todos os grupos tiveram uma perda de peso, tanto apos o armazenamento no frio
como depois do tempo de prateleira. Os frutos tratados com nanoemulsées contendo 6leo
essencial de erva-principe apresentaram a maior percentagem de perda de peso, em
comparacdo com o controlo, ap6s 0 armazenamento em camara e apds o tempo de
prateleira. As peras tratadas com peliculas contendo citral apresentaram uma taxa de
perda de peso semelhante ao controlo, também nas duas situacdes. E expectavel que
determinados componentes das peliculas ediveis, como o quitosano, formem uma barreira
semipermedvel que provoquem uma reducdo da respiracdo, oxidacdo e perda de agua
(Magbool et al., 2011; Gol et al., 2013). Medeiros et al. (2012), hum ensaio com pera
‘Rocha’ fatiada e inteira, obtiveram uma taxa de perda de peso mais baixa em relacéo a
peras ndo tratadas usando peliculas de polissacaridos/proteina. Rojas-Grat et al. (2008),
num ensaio com maga ‘Fuji’ fatiada tratada com peliculas ediveis contendo alginato, ndo

obteve diferencas nas trocas gasosas em relac&o ao controlo. E possivel que este resultado
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se aplique também a permeabilidade a agua. Segundo Dhital et al. (2018) e Rojas-Grall
et al. (2008) as peliculas de polissacaridos podem ndo ter por si s6 a capacidade de reduzir
as perdas de agua, necessitando de um componente lipidico adicional para esse efeito.
Duan et al. (2011) obtiveram resultados semelhantes, referindo-se a uma maior perda de
peso em frutos tratados com peliculas de polissacaridos do que nos controlos.

No presente ensaio as primeiras pesagens foram efetuadas apds a aplicacdo das
nanoemulsdes nos frutos. Como tal, é provavel que uma percentagem da perda de peso
dos frutos tratados seja devido a perda da dgua das peliculas e ndo apenas dos frutos. No
caso do controlo, toda a perda de peso provém do fruto, que j& este grupo ndo levou
qualquer tipo de tratamento.
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Figura 16 — Perda de peso (%) em pera ‘Rocha’ revestidas com citral 1% (CI 1%) e 2%
(Cl 2%), o6leo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e 2,5% (EP 2.5%) e Controlo
(frutos sem tratamento), ao longo do armazenamento a 0 °C (A) e ap0s 0s subsequentes 7
dias shelf-life (B).
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4.2.9. Avaliacéo sensorial

A utilizacdo de peliculas ediveis em frutos pode afetar as suas caracteristicas
organoléticas (Rojas-Grau et al., 2008), entdo a execucdo de painéis de provadores é

importante para testar a aceitacdo dos consumidores dos produtos.

No presente ensaio, apos armazenamento em camara frigorifica durante 6 meses e
permanéncia em condicdes de prateleira durante 7 dias, os grupos de peras tiveram uma
aceitacdo razoavel, obtendo-se pontuacdes de aceitacdo geral na maior parte dos grupos
iguais ou superiores a 4,0, numa escala de 1 = desgosto bastante a 7 = gosto muito. O
grupo que obteve melhor aceitacdo geral por parte dos provadores foi o grupo tratado com
a nanoemulsdo EP 1,25%, tendo valores de aceitacdo superiores aos restantes quanto a
aparéncia do fruto, dogura e acidez. O controlo foi 0 grupo que obteve uma pontuagéo
mais baixa relativamente a textura, docura e acidez. O grupo com pior classificacdo
quanto a aparéncia dos frutos foi o Cl 2%, o que vai ao encontro dos resultados da

ocorréncia de desordens fisioldgicas nos frutos com este tratamento.

e C| 1% Cl 2% EP 1.25% EP 2.5% Controlo

Aparéncia do fruto
7

Aceitagdo geral Aparéncia da polpa

Acidez / Aroma

Nt

Dogura Textura

Figura 17 — Avaliacao sensorial de pera ‘Rocha’ revestidas com citral 1% (CI 1%) e 2%
(Cl 2%), 6leo essencial de erva-principe 1,25% (EP 1.25%) e 2,5% (EP 2.5%) e Controlo
(frutos sem tratamento), apds 6 meses de armazenamento a 0 °C mais 7 dias de shelf-life.
Os valores representam a média de 15 repeticGes.
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5. Conclusao

Com este ensaio concluiu-se que a utilizagdo de nanoemulsdes de alginato contendo
6leos essenciais de citral e erva-principe tém um efeito positivo na conservacao no frio
de pera ‘Rocha’, em atmosfera normal, durante 6 meses, e manutencéo da qualidade dos

frutos em tempo de prateleira, comparativamente a frutos néo tratados.

As peliculas, por conterem goticulas de dleo de dimensdo nano, ndo causaram
alteracdo na coloracgdo dos frutos apds a sua aplicacdo. Estas, por atrasarem o processo de
maturacdo, também retardaram a mudanca de cor caracteristica do amadurecimento ao
longo do armazenamento no frio e em tempo de prateleira. As peras tratadas com as
nanoemulsdes, em compara¢do com peras controlo, apresentaram valores de firmeza
superiores, indicando um atraso na maturacdo dos frutos, sem comprometer o
amadurecimento apds o tempo de prateleira. Os valores de extravasamento eletrolitico
também apontaram para uma reducdo do amadurecimento, sendo mais baixos nas peras
tratadas com as peliculas do que em peras ndo tratadas, apontando para uma maior
conservacédo da integridade dos tecidos. Quanto a ocorréncia do escaldé@o superficial, as
peras tratadas com as nanoemuls6es contendo 0leo essencial de erva-principe obtiveram
os melhores resultados, tendo estas prevenido a ocorréncia desta desordem fisioldgica até
ao fim do armazenamento no frio e dltimo tempo de prateleira. A nanoemulsao EP 1,25%
foi o tratamento que teve melhores resultados na manutencdo das caracteristicas
organoléticas das peras, ap0s 7 dias de tempo de prateleira ao fim de 6 meses de
armazenamento em camara frigorifica. Relativamente a microbiologia, nao se

observaram diferencas significativas entre frutos tratados e nao tratados.

Com base nos resultados obtidos com a utilizacdo de nanoemulsées contendo 6leo
essencial de erva-principe — prevencdo do escalddo superficial e manutencéo da qualidade
do fruto e caracteristicas organoléticas ao fim de 6 meses de armazenamento no frio e 7
dias em condicdes de prateleira — este ensaio permitiu concluir que estas formulacdes sdo
um contributo para a pesquisa de alternativas a utilizacdo do 1-metilciclopropeno (1-
MCP) na conservagdo de pera ‘Rocha’ no frio e constam numa base para futuros ajustes

de componentes e métodos de aplica¢do nos frutos.
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ANexo

Anexo 1 — Composicdo quimica do Oleo essencial de erva-principe (Cymbopogon
citratus) (Fonte: Gago et al., 2019).

Components RI %
Tricyclene 921 0.4
a-Fenchene 938 t
Camphene 938 1.7
6-Methylhept-5-en-2-one 960 1.0
B-Myrcene 975 0.3
1,8-Cineole 1005 0.4
Limonene 1009 0.4
Linalool 1074 1.1
Citronellal 1121 0.4
a-Terpineol 1159 0.3
Neral 1210 34.8
Piperitone 1211 0.1
Geraniol 1236 16.9
Geranial 1240 33.7
Geranyl acetate 1370 3.2
B-Caryophyllene 1414 1.2
trans-o-Bergamotene 1434 t
a-Humulene 1447 0.1
d-Cadinene 1505 0.1
Elemol 1530 0.3
B-Caryophyllene oxide 1561 0.4
% of Identification 96.8

Grouped components

Monoterpene hydrocarbons 2.8
Oxygen-containing monoterpenes 90.9
Sesquiterpene hydrocarbons 1.4
Oxygen-containing sesquiterpenes 0.7
Others 1.0

RI: In-lab calculated Retention Index relative to Ce-C16 n-alkanes on the DB-1column,
t: trace (<0.05%)
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Anexo 2 — Evolucdo na Luminosidade (L*), Tonalidade (Hue), Firmeza (N) e Teor de solidos soltveis (°Brix) durante o armazenamento a 0 °C (0,
2, 4 e 6 meses) e subsequentes periodos de shelf-life (7 dias) em pera ‘Rocha’ tratada com nanoemulsdes Cl 1%, CI 2%, EP 1.25%, EP 2.25% e
sem tratamento (Controlo).

0 meses 2 meses 4 meses 6 meses
0 dias 7 dias 0 dias 7 dias 0 dias 7 dias 0 dias 7 dias
Luminosidade (L*)
Cl 1% 71.02+0.52 aD 71.17+0.49 aD 74.031£0.49 cC 74.91+0.45 bBC 75.45+£0.50 cB 75.56+0.62 bB 77.31£0.35 aA 77.87+0.21 abA
Cl 2% 70.36+£0.37 aC 70.42+0.41 abDC 73.61+.62 cB 73.76%0.55 bcB 76.98+0.25 bcA 77.43+1.21 abA 78.04+0.27 aA 77.04+0.31 bA
EP 1.25% 71.16+0.39 aD 70.30£0.42 abD 75.64+0.29 bB 73.134£0.61 cdC 76.10+0.55 bcB 76.01+0.56 abB 78.04+£0.31 aA 77.71+0.37 abA
EP 2.5% 70.80+0.45 aCD 69.41+0.57 bD 75.06+0.62 bcB 72.08+0.54 dC 76.50+0.65 bcA 76.76+0.34 abA 77.79+0.32 aA 77.76+0.37 abA
Controlo 71.39+0.58 aB 71.45+0.49 aB 77.30+0.39 aA 78.20+0.39 aA 78.02+0.30 aA 77.90+0.29 aA 77.62+0.25 aA 78.02+0.25 aA
Tonalidade (Hue)
Cl 1% 108.86+0.71 aA 107.33+0.61 bcA 105.44+0.53 aB 103.04+0.80 aC 100.35+0.62 aD 95.85+0.73 aE 93.77+0.53 aF 94.42+0.31 aEF
Cl 2% 109.96+0.53 aA 109.43+0.49 aA 105.14+0.63 abB 103.05+0.63 aC 98.30+0.44 bD 96.18+0.61 aE 94.08+0.33 abF 92.79+0.36 bF
EP 1.25% 109.59+0.53 aA 108.87+0.44 abA 103.54+0.49 bcB 104.02+0.62 aB 97.98+0.55 bC 97.00+0.56 aC 93.10+0.47 abD 93.42+0.37 bD
EP 2.5% 109.83+0.49 aA 108.91+0.58 abA 102.73+0.58 cC 104.31+0.39 aB 96.37+0.49 cD 95.79+0.36 aD 91.66+0.60 cE 92.52+0.29 bE
Controlo 108.76+0.70 aA 106.20+0.99 cB 98.35+0.69 dC 93.21+0.36 bDE 94.70+0.28 dD 91.48+0.31 bE 92.36+0.36 bcE 91.59+0.24 cE
Firmeza (N)
Cl 1% 52.01+1.98 aA 39.83+2.93 abC 45.98+2.45 bABC 19.18+3.55 abD 48.22+1.32 aAB 14.95+3.34 beD 43.74+1.16 abBC 19.18+2.22 abD
Cl 2% 51.19+1.88 aA 45.37+2.25 aB 51.68+1.39 aA 15.45+3.18 bcC 46.35+0.91 abAB 14.96+2.41 bcC 44.26+1.35 aB 14.42+1.45 beC
EP 1.25% 47.34+1.32 aA 40.89+2.56 abA 46.04+0.97 bA 22.54+3.31 abB 45.28+1.64 abA 23.72+3.20 aB 40.7341.05 bcA 21.01+1.78 aB
EP 2.5% 48.98+1.77 aA 37.57+3.53 ahC 45.30+1.65 bAB 26.94+3.64 aD 43.69+0.87 bcABC 21.13+2.22 abD 39.44+1.15 cBC 20.41+2.75 aD
Controlo 49.83+2.24 aA 33.47+4.79bC 39.95+2.45 cB 7.63+0.50 cD 40.68+1.21 cB 7.78+0.81 cD 40.7340.91 bcB 9.63+0.53 cD
Teor de sélidos soltveis (°Brix)
Cl 1% 12.63+0.09 abB 13.63+0.28 bcA 13.43+0.19 bAB 14.10+0.21 aA 13.93+0.12 aA 14.07+0.29 aA 13.87+0.17 aA 13.97+0.21 aA
Cl 2% 12.23+0.07 bD 13.17+0.29 cBC 13.43+0.09 bBC 13.83+0.09 aAB 13.43+0.09 aBC 13.87+0.24 aAB 14.43+0.38 aA 12.97+0.15 bC
EP 1.25% 12.33+0.19 bB 13.87+0.18 bcA 14.07+0. 07 aA 14.40+0.35 aA 14.30+0.25 aA 14.47+0.21 aA 14.30+0.28 aA 13.80+0.29 abA
EP 2.5% 12.63+0.23 abB 14.17+0.17 abA 14.30+0.15 aA 14.10+0.26 aA 14.10+0.37 aA 14.40+0.26 aA 14.40+0.21 aA 13.63+0.35 abA
Controlo 12.97+0.27 aC 14.70+0.3 aA 14.13+0.17 aAB 13.80+0.10 aABC 14.20+0.41 aAB 13.70+0.25 aBC 14.03+0.32 aAB 13.27+0.32 abBC

Os valores representam as médias + erro padrdo; os valores seguidos da mesma letra mindscula, na mesma coluna e pardmetro e pela mesma letra maitscula na mesma linha
nao sdo significantemente diferentes (Duncan’s hew multiple test at P<0.05).
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Anexo 3 — Evolucdo na Acidez titulavel (g acido méalico/mL), Extravasamento eletrolitico (%) e Perda de peso (%) durante o armazenamento a
0°C (0, 2, 4 e 6 meses) e subsequentes periodos de shelf-life (7 dias) em pera ‘Rocha’ tratada com nanoemulsdes CI 1%, CI 2%, EP 1.25%, EP
2.25% e sem tratamento (Controlo).

0 meses
0 dias 7 dias
Acidez titulavel (g acido malico/mL)
Cl 1% 0.42+0.03 aA 0.18+0.01 abB
Cl 2% 0.43+0.06 aA 0.20+0.01 aB
EP 1.25% 0.39+0.00 aA 0.15+0.01 bBC
EP 2.5% 0.45+0.03 aA 0.19+0.01 aB
Controlo 0.49+0.02 aA 0.17+0.01 abcB
Extravasamento eletrolitico (%)
Cl 1% 54.23+0.79 aC 58.15+0.80 aC
Cl 2% 49.12+1.41 aC 59.60+1.77 aB
EP 1.25% 49.66+1.24 aCD 56.07+2.17 aBC
EP 2.5% 51.44+2.17 aBC 55.49+0.34 aBC
Controlo 50.56+2.62 aC 60.12+3.76 aB
Perda de peso (%)
Cl 1% 0.00+0.00 aF 1.66+0.03 abE
Cl 2% 0.00+0.00 aH 1.65+0.03 abhG
EP 1.25% 0.00+0.00 aG 1.70+0.05 aF
EP 2.5% 0.00+0.00 aG 1.80+0.09 aF
Controlo 0.00£0.00 aG 1.51+0.04 bF

2 meses

0 dias

0.16+0.00 aB
0.15+0.01 abBC
0.14+0.01 bBC
0.15+0.01 abC
0.14+0.00 bBC

42.41+1.39 bE
41.82+1.02bC
41.92+1.30 bE
40.38+3.02 bE
49.43+3.25aC

2.08+0.05 cE
2.23+0.03 cF
2.49+0.06 bE
2.90+0.08 aE
2.08+0.03 cE

7 dias

0.16+0.00 abB
0.18+0.01 aBC
0.16+0.01 abB
0.14+0.00 bC
0.16+0.01 abBC

69.40+4.02 aB
69.62+2.65 aA
61.02+3.32 abB
58.92+1.21 bB
62.60+3.04 abB

3.63+0.05 cD
3.96+0.03 bE
4.13+0.06 bD
4.44+0.17 aD
3.42+0.02 cD

4 meses

0 dias

0.13+0.01 aC
0.11+0.01 aC
0.12+0.01 aD
0.12+0.01 aC
0.14+0.01 aBC

46.36+1.95 bDE
45.35+1.21 bC
43.2+1.34 bDE
42.39£1.07 bDE
55.09+2.10 aBC

4.34+0.29 bC
4.40£0.06 bD
5.00+0.17 aB
5.54+0.20 aC
4.25+0.07 bC

7 dias

0.10+0.00 abC
0.11+0.00 abC
0.13+0.00 aCD
0.12+0.01 aC
0.09+0.02 bD

69.59+3.63 bB
68.60+1.58 bA
54.89+0.82 cBC
53.85+4.38 cBC
83.04+1.51 aA

6.66+0.24 cB
6.99+0.18 bcB
7.42+0.20 abB
7.93+0.21 aB
6.56+0.07 cB

6 meses

0 dias

0.10+0.01 cC
0.15+0.01 aBC

0.14+0.01 abBCD

0.12+0.02 abcC
0.11+0.00 bcCD

52.72+0.77 bCD
48.10£2.67 bcC
43.51+1.83 cDE

48.36+2.09 bcCDE

59.83+1.61 aB

6.57+0.33 bB
6.63+0.05 bC
7.36+0.25 aB
7.53+0.19 aB
6.72+0.08 bB

7 dias

0.11+0.00 aC
0.12+0.01 aC
0.12+0.00 aD
0.13+0.00 aC
0.11+0.00 aCD

76.49+0.34 bA
75.37£6.74 bA
71.39£3.04 bA
71.33+£2.03 bA
88.26+1.88 aA

7.64+0.39 bA
7.84+0.02 abA
8.45+0.28 abA
8.59+0.22 aA
7.8+0.11 abA

Os valores representam as médias + erro padrao; os valores seguidos da mesma letra mindscula, na mesma coluna e parametro e pela mesma letra maidscula na mesma linha

ndo sdo significantemente diferentes (Duncan’s new multiple test at P<0.05).
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Anexo 4 — Contagem de fungos e leveduras (logUFC/g) e mesofilos aerdbios (logUFC/g) durante o armazenamento a 0 °C (0, 2, 4 e 6 meses) e
subsequentes periodos de shelf-life (7 dias) em pera ‘Rocha’ tratada com nanoemulsées ClI 1%, Cl 2%, EP 1.25%, EP 2.25% e sem tratamento
(Controlo).

0 meses 2 meses 4 meses 6 meses
0 dias 7 dias 0 dias 7 dias 0 dias 7 dias 0 dias 7 dias
Fungos e leveduras (logUFC/g)
Cl 1% 0.67+0.33 aA 0.33+0.33 aA 0.67+0.33 aA 0.67+0.33 abA 0.93+0.47 abA 1.00+0.00 aA 0.41+0.22 aA 0.33+0.33 aA
Cl 2% 0.77£0.39 aA 0.33+0.33 aA 0.77+0.39 aA 0.33+0.33 bA 0.33+0.33 bA 0.00+0.00 bA 0.17+0.17 aAB 0.00+0.00 aA
EP 1.25% 1.00+0.00 aA 0.00+0.00 aB 1.00+0.00 aA 0.00+0.00 bB 0.67+0.33 bAB 0.77+0.39 aAB 0.38+0.20 aBC 0.43+0.43 aAB
EP 2.5% 0.93+0.47 aA 0.00+0.00 aB 1.10+0.10 aA 0.00+0.00 bB 0.00+0.00 bB 0.00+0.00 bB 0.33+0.17 aAB 0.00+0.00 aB
Controlo 1.10+0.10 aBC 0.83+0.44 aBC 1.20+£0.10 aB 1.10+0.10 aBC 1.77£0.04 aA 1.26+0.14 aAB 0.58+0.08 aD 0.00+0.00 aD
Mesdfilos aerébios (logUFC/g)
Cl 1% 3.72+0.03 aA 2.67+£0.11 bB 1.32+0.02 cC 2.54+0.16 aB 1.72+0.14 bcDE 3.52+0.09 aA 2.44+0.61 aB 3.51+0.04 aA
Cl 2% 3.59+0.02 aAB 3.87+0.02 aA 2.38+0.52 bCD 1.19+0.27 bE 1.59+0.19 cDE 2.81+0.05 cBC 3.18+0.60 aABC 3.30+0.17 aABC
EP 1.25% 3.60+0.06 aA 0.71+0.03 dF 1.32+0.09 cEF 2.71+0.07 aBC 2.30+0.20 abCD 3.74£0.06 aA 3.26+0.14 aAB 1.94+0.51 bDE
EP 2.5% 3.44+0.06 bAB 0.68+0.03 dE 1.18+0.09 cDE 2.54+0.02 aBC 2.04+0.28 abcCD 3.54+0.02 bA 2.65+0.51 aABC 2.70+0.56 abABC
Controlo 2.85%0.05 cC 2.08+0.06 cE 3.69+0.05 aA 2.50+0.02 aD 2.45+0.11 aD 3.50+0.02 bB 3.65+0.00 aAB 3.00+0.03 abC

Os valores seguidos da mesma letra mindscula, na mesma coluna e pardmetro e pela mesma letra maiuscula na mesma linha ndo sdo significantemente diferentes (Duncan’s
new multiple test at P<0.05).
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Anexo 5 — Valores médios da avaliagdo sensorial das peras ‘Rocha’ revestidas com citral 1% (Cl 1%) e 2% (Cl 2%), 6leo essencial de erva-principe
1,25% (EP 1.25%) e 2,5% (EP 2.5%) e Controlo (frutos como vém do campo), apos 6 meses de armazenamento a 0 °C mais 7 dias de shelf-life.
Os valores representam a média de 15 repeti¢Oes * erro padrao.

Aparéncia Aparéncia da Aroma Textura Docura Acidez Aceitacdo

do fruto polpa geral
Cl 1% 3.06+0.27 5.55+0.31 4.31+0.25 4.81+0.31 4.69+0.37 4.88+0.27 4.50+0.29
Cl 2% 2.94+0.38 4.64+0.47 4.25+0.30 4.75+0.34 4.75+0.36 4.56+0.33 4.56+0.34
EP 1.25% 4.75+0.36 5.73+0.27 5.00+0.24 4.56+0.36 5.31+0.20 5.38+0.27 5.19+0.28
EP 2.5% 4.00+0.38 4.64+0.45 4.31+0.24 4.50+0.35 4.75+0.31 4.69+0.31 4.50+0.26
Controlo 4.50+0.29 3.64+0.49 4.31+0.35 3.44+0.39 3.81+0.41 3.69+0.36 3.75+0.37
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