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Resumo

Neste trabalho foi estudada a evolugéo das caracteristicas de qualidade e o aparecimento de
acastanhamento interno em pera ‘Rocha’ ao longo do armazenamento em atmosfera controlada
dinamica: -0,5°C, com humidade relativa entre 90 e 95%, 0,5 % de oxigénio e 0,5 % de diéxido de
carbono (CO2). Foram realizadas analises quimicas, fisicas e bioquimicas a lotes de 20 peras
provenientes de trés pomares da regido Oeste (Bombarral, Mafra e Zambujeira), apés 9 periodos de
conservacao (to, tis-16, t29-30, t50-63, t78-91, t107-120, t141-154, t162-175, t212-225 dias), para 0 e 7 dias apds a retirada
da camara.

Para cada pera foi medida a firmeza (kg/0,5cm?), massa (g), teor de sélidos soluveis (° Brix),
acidez titulavel (g/L), vitamina C (mg/L), teor de fendis totais (mg/L) e atividade das enzimas
polifenoloxidase (PPO) e alcool desidrogenase (ADH), bem como a incidéncia e severidade do
acastanhamento interno. Foi posteriormente estudada a relacdo entre a incidéncia de acastanhamento
interno e 0s restantes parametros, para diferentes periodos de conservacao, tempos de prateleira e
pomares.

Os resultados indicaram que os frutos a saida da camara mantiveram os parametros
praticamente inalterados dos 0 aos 225 dias de conservagéo. Contudo, depois de 7 dias fora de camara,
com o aumento do tempo de conservagdo o teor de sdlidos soluveis, acidez titulavel, PPO e ADH
aumentaram e o teor de fendis total diminuiu. No pomar de Mafra, 16% das frutas foram afetadas pelo
acastanhamento interno enquanto que na Zambujeira e no Bombarral as incidéncias foram inferiores a
1%. Esta diferenga esta fortemente relacionada com a reduzida firmeza dos frutos de Mafra, que foram
colhidos mais tarde do que os dos restantes pomares. Verificou-se ainda que a perda de firmeza,
periodos de conservacao prolongados, calibres maiores e menor teor de vitamina C se relacionam

positivamente com a incidéncia do acastanhamento interno.

Palavras-chave

Pera ‘Rocha’, Acidentes fisiolégicos, Atmosfera controlada, Firmeza, Tempo de conservacao.



Abstract

In this work we studied the evolution of the 'Rocha’ pear quality and the incidence of internal
browning on fruits stored in a controlled dynamic atmosphere: -0,5°C, with relative humidity between 90
and 95%, 0,5% of oxygen (O2) and 0,5% carbon dioxide (CO2). Chemical, physical and biochemical
analyzes were performed on batches of 20 pears each, from three different orchards (Bombarral, Mafra
and Zambuijeira), after nine storage periods (to, tis-16, t29-30, ts0-63, t78-91, t107-120, t141-154, t162-175, t212-225 days),
for 0 and 7 days after the removal from the storage chamber.

For each pear it was measured the firmness (kg/0,5cm?), mass (g), soluble solids content (°Brix),
titratable acidity (g/L), vitamin C (mg/L), total content of phenols (mg/L) and activity of polyphenol
oxidase (PPO) and alcohol dehydrogenase (ADH) enzymes as well as the incidence and severity of
internal browning. It was subsequently studied the relation between the incidence of internal browning
and the remaining parameters, for each consevation period, shelf time and orchards.

The results indicated that fruits with 0 days of shelf time maintained the parameters practically
unchanged from 0 to 225 conservation days. However, after 7 days out of the chamber, with increasing
conservation periods the soluble solids content, titratable acidity, PPO and ADH increased and the total
phenol content decreased. In Mafra orchard 16% of the fruits were affected by internal browning,
whereas in Zambujeira and Bombarral the incidences were less than 1%. This difference is strongly
related to the reduced firmness of Mafra fruits, which were harvested later than those of the other
orchards. It was also verified that loss of firmness, longer storage time, larger caliber of the fruits and

less quantity of vitamin C relates positively with the incidence of internal browning
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1. Introducéo

A pera “Rocha” é um dos produtos fruticolas nacionais de maior relevancia, quer em termos de
area quer em termos de importancia econémica e exportadora. Contudo, a sua produgéo e conservagao
tem vindo a enfrentar alguns problemas, como é o caso do acastanhamento interno. A investigacéo
deste tipo de problemas é muito importante, uma vez que o acastanhamento interno é um dos fatores
que tem levado ao decréscimo do consumo de péra ‘Rocha’ em Portugal nos ultimos anos, em especial
depois da proibicdo do uso de antioxidantes pés-colheita como a difenilamina (Sobreiro, 2016).

Dado que este € um problema interno, os consumidores ndo tém como detetar se os frutos
estdo afetados aquando do ato de compra, e a sua insatisfacédo pode levar a desfidelizacdo do produto
e consequente reducéo da procura. Para além desta reducao da procura, o aparecimento de problemas
ao longo da conservacgdo (como 0 acastanhamento interno e a falta de firmeza) forca por vezes a que
a venda dos frutos seja efetuada a precos mais baixos ou a que estes sejam encaminhados para
processamento a precos muito reduzidos. Estes fatores econdémicos tornam ainda mais premente a
investigacdo sobre este tema.

Uma vez que a pera ‘Rocha’ praticamente s6 é produzida em Portugal, ndo ha muitos estudos
que possam fornecer dados cientificos para uma melhor conducédo e tratamento pré e pds colheita,
tornando-se indispenséavel o investimento nacional no conhecimento desta variedade. Esta cultura tem
uma grande importancia para 0 nosso pais, ndo s6 em termos de producao (a pera ocupa o terceiro
lugar em termos de producao fruticola), mas também em termos de area (12115 ha em 2015) e
exportacdo (GPP, 2017b), o que reforca novamente a importancia deste estudo. Um decréscimo
significativo do consumo de pera ‘Rocha’ teria um grande impacto na economia agricola do pais.

Procurando contribuir para dar resposta a estes problemas, foram propostos trés pontos sobre
0Ss quais esta tese ira incidir.

A primeira questdo tem a ver com a forma como alguns pardmetros de qualiade (firmeza, teor
de sdlidos soluveis, Acidez titulavel e alguns pardmetros bioquimicos (vitamina C, fendis e as enzimas
PPO e ADH) variam com o tempo de conservacao, o tempo de prateleira, e com diferentes localizacdes
e gestao de pomares.

A segunda questdo tem a ver estritamente com o acastanhamento interno. Neste ponto,
pretende-se monitorizar o desenvolvimento deste problema fisiolégico, quantificar a incidéncia e
severidade do mesmo (através da percentagem de area com o acidente nas fotografias dos frutos
afetados) e averiguar se ha algum dos parametros avaliados em laboratério (frmeza, massa de cada
fruto, massa do residuo do sumo, matéria seca do fruto e do sumo, teor de sélidos soluveis, acidez
titulavel, quantidade de vitamina C presente no sumo, teor total de fendis, teor de proteina solavel do
sumo, e actividade das enzimas polifenoloxidase (PPO) e &lcool desidrogenase (ADH) presentes no
sumo) que se relacione com o aparecimento deste problema fisiolégico.

Por dltimo, o terceiro objetivo desta tese é fornecer os dados necessarios para o
desenvolvimento do projecto RMPPrA-PeRA (“Métodos de Ressonéncia Magnética para Previsdo
Precoce do Acastanhamento Interno de Pera ’Rocha’ e Amadurecimento de Produtos Hortofruticolas®),

em parceria com a empresa IEQUALTECS Lda. Este projeto esta agora no segundo ano, sendo que



no primeiro ano se desenvolveu igualmente uma tese com base no projeto. Sera feita uma comparagao
de alguns dos resultados obtidos por Pereira (2017) com os resultados deste trabalho.

O principal foco deste projeto é o desenvolvimento de um método nao destrutivo que permita
detetar a priori os frutos que tém maior propensao a vir a ter acastanhamento interno. O objetivo desta
tese é o suporte (ou ndo) do uso de ressonancia magnética nuclear (RMN) unilateral para a previsao
precoce do acastanhamento interno em pera ‘Rocha’ do Oeste. Este suporte sera feito através do
confronto entre os dados obtidos na analise de qualidade das peras (através da observacgéo dos frutos
e das analises laboratoriais acima discriminadas) e os parametros de relaxometria medidos através do
uso de RMN unilateral, tentando encontrar alguma correlagdo entre os fendémenos de RMN unilateral,
bioguimica e a incidéncia e severidade de acastanhamento interno. Caso se verifique eficaz, este
método podera ser utilizado em grande escala no sector de producdo, e assim as peras mais
susceptiveis de desenvolver problemas de acastanhamento interno seriam as primeiras a ser vendidas,

de modo a evitar desperdicios alimentares e perdas econémicas para as centrais.



2. A importancia da pera a nivel nacional e internacional
2.1 A producéo de pera a nivel mundial

O principal pais produtor de pera do mundo € a China, com 70,8% da produgdo mundial (FAO,
2017). A Argentina e os Estados Unidos da América ocupam a segunda e a terceira posi¢cdes no ranking
mundial, respetivamente (FAO, 2014), como se pode ver na figura 1.
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Figura 1 — Principais produtores mundiais de pera em 2016. Adaptado de FAO (2017).

Portugal, apesar da sua pequena dimensédo, é o 15° maior produtor de pera a nivel mundial
(FAO, 2014) ocupando, portanto, uma posicdo de destaque no ranking internacional. A importancia da
producéo nacional de pera € ainda realgada pelo facto de a maioria desta producéo (67%) ser destinada
a exportacédo (GPP, 2016). Portugal é o 8° maior exportador de pera do mundo (WAPA, 2014).

A Europa contribui com apenas cerca de 13% da producdo mundial de pera, destacando-se
Itdlia e Espanha como os principais produtores europeus (FAO, 2017), como se pode ver na figura 2.

A producao nacional de pera corresponde apenas a cerca de 8% da produc¢do europeia (FAO, 2014).
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Figura 2 — Producéo de pera na Europa, em 2014, discriminada pelos principais paises produtores (FAO, 2014).

Tendo em conta a dimensdo da producgdo nacional, e dado que 95% desta producgédo é da
cultivar ‘Rocha’ (Marketing Agricola, 2016), ndo é de estranhar o facto desta ser a 32 cultivar mais
produzida a nivel europeu (WAPA, 2016) (Figura 3). As outras cultivares de pera utilizadas na Europa
séo a ‘Conferénce’ com cerca de 60% da produgéo europeia, a ‘Abate Fetel’, com 20%, a ‘Rocha’ com
10%, e as variedades ‘Doyenne du Comice’, ‘Kaiser’, ‘Blanquilla’, ‘Alexandrina’ e outras variedades

menos importantes com os restantes 10% (WAPA, 2016) (figura 3).
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Figura 3 — Principais cultivares de pera utilizadas na Europa em 2016. Adaptado de WAPA, 2016

Os Estados Unidos da América sdo o Unico produtor relevante de pera a nivel mundial para
além da Europa em termos de cultivares Pyrus communis. As principais cultivares de utilizadas s&o a
‘Beurré d’Anjou’ com cerca de 53% da produgdo dos EUA, a ‘Beurré Bosc’, com 20%, a ‘Williams’ com
18%, e as variedades ‘Red Anjou’, ‘Comice’, ‘Forelle’, ‘Seckel’ e outras variedades menos importantes

com os restantes 10% (Figura 4).
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Figura 4 — Principais cultivares de pera utilizadas nos Estudos Unidos da América em 2016 (WAPA, 2016).

Apesar da sua qualidade, as cultivares comuns na Europa e nos EUA sdo pouco apreciadas
em Portugal, havendo uma clara preferéncia dos consumidores nacionais pela cultivar ‘Rocha’. As
peras asiaticas, Pyrus pyrifolia, ndo tém constituido um obstaculo para a pera ‘Rocha’, uma vez que o

seu sabor é muito diferente e ndo é apreciado na Europa.

2.2. A producao de pera em Portugal
2.2.1. A nivel econémico

Portugal tem-se vindo a destacar na producéo fruticola pela sua qualidade, o que se deve as
caracteristicas climaticas do pais, mas também ao crescente investimento na inovagéo e investigacéo
na agricultura. Entre 2010 e 2015 a evolugdo do setor agricola traduziu-se numa taxa média de
crescimento anual de 3,3%, o0 que é bastante positivo (GPP, 2017a). Contudo, para manter ou melhorar
este bom desempenho e crescer mais, tendo em conta a fortissima concorréncia de paises vizinhos
como ltalia e Espanha, é essencial que Portugal invista ainda mais em conhecimento e inovacao no
setor agricola, para as cultivares especificas portuguesas. Neste sentido, este trabalho ira debrucar-se
sobre uma das principais culturas fruticolas portuguesas: a pera ‘Rocha’ (Pyrus communis L. ‘Rocha’).

De acordo com o Gabinete de Planeamento, Politicas e Administragdo Geral (GPP, 2017a), a
producéo de pera em Portugal ocupa o terceiro lugar a nivel fruticola nacional, com uma producéo de
141 186 toneladas (Tabela 1).

Tabela 1 - Ranking dos quatro principais frutos produzidos em Portugal (GPP, 2017a)

Posicéo Tipo de fruto Quantidade (t)
1° Maca 324 994
20 Laranja 246 639
3° Pera 141 186
40 Meldo 61 036




A pera possui também enorme relevancia econémica, uma vez que é o segundo fruto fresco
para o qual o saldo comercial das transacdes apresenta o valor positivo mais elevado, com 73 875

milhares de euros, logo apés a framboesa, com 78 942 milhares de euros (GPP, 2017a) (Tabela 2).

Tabela 2 — Balango comercial internacional portugués de alguns frutos frescos e secos em2015 (GPP, 2017a)

Comércio Internacional Portugués de Frutos Frescos e Secos (2015)

Produto Volume (t) Valor (1000€) Saldo comercial
Importacdes Exportacdes Importacdes Exportaces (1000€)
Maga 45 984,5 43 996,7 32 880 26 816 -6 063
Pera 11 485,3 118 258,0 10 177 84 052 73 875
Laranja 88 936,7 126 469,5 52 205 85 069 32 863
Banana 146 322,7 7 456,1 87 271 4628 -82 643
Framboesa 130,3 10 309,9 928 79 870 78 942
Mirtilo 376,7 529,6 2191 3519 1327
Meldo 47 090,4 81219 26 942 5219 -21724
Castanha 1746,8 15480,4 2 964 30671 27 707
Pinhdo 137,5 940,7 2 039 9 789 7 750

As exportacdes aumentaram muito significativamente de 2000 a 2015 (de 14 M€ para 84M€),
sendo o segundo produto fruticola nacional com maior valor de exportagdo, logo a seguir a laranja
(GPP, 2017a).

Este forte cariz exportador da pera ‘Rocha’ esta relacionado com algumas das caracteristicas
intrinsecas desta variedade, nomeadamente a sua 6tima capacidade de conservacao e a sua elevada
resisténcia ao manuseamento e transporte (ANP, 1997). Os principais paises de destino da exportagéo
de pera ‘Rocha’ sdo o Brasil (36 %, 29 135 toneladas), Reino Unido (18%, 11 156 toneladas), Franca
(14 %, 9 126 toneladas), Alemanha (6%) e Canada (4%) (GPP, 2016; FLF, 2016). Além dos tradicionais
mercados de destino da pera ‘Rocha’, tém surgido outros como Marrocos, Libia, Emirados Arabes
Unidos, Azerbaijao, Singapura, Cabo Verde, Gana, Nigéria e Sri Lanka (FLF, 2016).



2.2.2. A nivel geografico

A pera ‘Rocha’ produz-se principalmente nos concelhos de Cadaval, Bombarral, Torres Vedras,
Caldas da Rainha, Alcobaga, Lourinha, Obidos e Mafra (Figura 5) possuindo ja uma Denominag&o de
Origem Protegida (DOP) (DRAP Centro, 2018).

M > 1000 ha

B 500 a 1000 ha
100 a 500 ha
< 100 ha

Figura 5 - Mapa das principais zonas produtoras de pera ‘Rocha’. Fonte: [http://www.coopval.com/pt/produtos].
Acedido a 06.07.2018.

2.2.3. A nivel de cultivares — a pera ‘Rocha’

Em Portugal a diversidade de cultivares de pera é fortemente condicionada pelo reduzido
namero de horas de frio (necessario para a quebra da dorméncia dos gomos) que se faz sentir na
generalidade do territério nacional (IPMA, 2013).

Existem variedades regionais adaptadas a estas circunstancias, mas o seu nimero € bastante
reduzido e tém vindo a perder cada vez mais relevo quando comparadas com a pera ‘Rocha’ que
representa 95% da producdo nacional (Marketing Agricola, 2016). Entre as cultivares regionais
portuguesas, podem encontrar-se a ‘Carapinheira’, a ‘Pérola’, a ‘Dona Joaquina’, a ‘Pera de Santo
Antoénio’, a ‘Agua’ ou ‘Aguinha’, a ‘Bonita’, a ‘Sao Crispim’, entre outras (INIAV, 2017). Contudo,
caracteristicas como a falta de produtividade ou periodos de conservagdo dos frutos muito curtos
acabaram por ditar o abandono destas variedades, restringindo a produ¢é@o nacional praticamente a
cultivar ‘Rocha’ (INIAV, 2017; Franco et al., 2008).

A pereira ‘Rocha’ pertence a familia das Rosaceae, espécie Pyrus communis L. e 0s seus frutos
tém um calibre médio de cerca de 60 a 65 mm, uma massa média de 130g, uma epiderme amarelo-
verde claro e posuem sempre carepa (ANP, 1997). A polpa dos frutos é branca, macia-fundente,
granulosa, doce, nao acida e sumarenta (ANP, 1997).

A época de colheita estende-se geralmente entre agosto e setembro, com maior destaque para

a segunda semana de agosto (ANP, 1997).



3. Qualidade da pera ‘Rocha’

3.1. Atributos de qualidade

Dentro dos atributos de qualidade da pera ‘Rocha’, incluem-se a firmeza, a acidez, o teor de
sdlidos soluveis, a cor, 0s compostos aromaticos, a auséncia de defeitos ou imperfeigbes na epiderme
e a existéncia de pedunculo (Kader, 1999). Como para este estudo apenas foram analisadas a firmeza,
acidez e teor de sélidos sollveis, apenas se fard uma abordagem mais pormenorizada a estes trés
parametros.

A firmeza, acidez e teor de sdlidos soliveis estdo diretamente relacionados com o
amadurecimento dos frutos Durante este processo ocorre a perda de firmeza (devido a agdo de
diversas enzimas que degradam as membranas celulares) (Siddiqui, 2018), da-se a hidrélise do amido
em aglcares mais simples (Siddiqui, 2018) e ha o desaparecimento dos acidos organicos que sao

utilizados na respiracéo celular (Kieber, 1998; Kingston, 1993).

3.1.1. Firmeza

A firmeza pode definir-se como a capacidade de resisténcia da polpa a uma forca exercida
sobre si (Zude et al., 2006). A firmeza dos frutos diminui ao longo da maturagéo, pelo que a avaliagédo
deste parametro € um bom método para a determinagdo do estado de maturacdo dos frutos (Reid,
2002), podendo utilizar-se inclusive para a determinagdo da data de colheita. Alexandre (2001), por
exemplo, refere que a colheita da pera ‘Rocha’ se deve iniciar quando os valores de firmeza estiverem
compreendidos entre 5,5 e 6,5 kg/cm?2.

Um dos principais paradmetros de qualidade distintivos da pera ‘Rocha’ é a sua elevada firmeza,
que lhe confere uma 6tima resisténcia ao manuseamento e transporte (ANP, 1997). E, portanto,
essencial compreender quais os fatores que comprometem a perda de firmeza dos frutos, para poder

agir no sentido de controlar este processo.

A perda de firmeza pode ocorrer por causa do amadurecimento na presenca de etileno. O
etileno provoca alteracdes no metabolismo das paredes celulares, tais como a hidrélise da estrutura
das hemiceluloses (Fischer e Bennett, 1991). Esta degradagcdo das paredes celulares ocorre em
resposta & acdo de diversas enzimas, tais como as glucanases, que provocam alteracdes nos

polissacaridos das paredes celulares, fragilizando-as (Fischer e Bennett, 1991).

A avalicdo da firmeza da pera ‘Rocha’ é geralmente feita com recurso a um penetrometro
(Avelar, et al., 1995), contudo, é essencial que a velocidade com que se aplica a forca no émbolo seja

reduzida, caso contrario podem induzir-se falsas leituras (Dobrzanski et al., 2006).



3.1.2. Teor de solidos soluveis

O teor de soélidos soluveis (TSS) aumenta ao longo do tempo de maturagdo. Isto acontece
porque os frutos, mesmo apds a colheita, continuam a ter atividade metabdlica na forma de respiracao
(Hobson, 1994). Esse processo de respiragdo inicia-se com a degradacdo de polissacaridos
complexos, como o amido, em hidratos de carbono mais simples, como a glucose. Depois, estes
acucares simples podem ser usados para a respiracéo aérobia, produzindo energia, ou para o processo

de fermentacédo (Hobson, 1994), como mostra o esquema da figura 6.

Muito O2
Respiracao Pouco Os
\ Respiracdo anaerébia

o

ol —
Ciclo de <‘;‘ Acido m Fermentac&o |

Krebs
~~

Deterioragdo rapida,
perda de sabor e
aroma

COz2, H20,
energia

Figura 6 — Esquema representativo da degradac¢é@o do amido (Hobson, 1994).

3.1.3. Acidez titulavel

Uma vez que durante o processo de respiragdo também séo usados acidos para a producao
de energia, é de esperar que, a medida que as péras estdo mais maduras (portanto, ao longo do tempo
de conservacdo em camara), a degradacéo dos &acidos va ocorrendo e o seu teor diminua nos frutos
(Hobson, 1994).

Segundo Alexandre (2001), a qualidade da pera ‘Rocha’ é tanto maior quanto maior for a
guantidade de acglcares e de acidos. O mesmo autor refere que, para assegurar essa qualidade, a

acidez devera apresentar valores até cerca de 2,2 gramas de acido malico por litro de sumo.

3.2. Defeitos que comprometem a qualidade

Existem varios problemas que comprometem a qualidade da pera ‘Rocha’ e que geralmente
afetam o seu valor comercial. Entre estes problemas destacam-se 0 excesso de carepa, a falta de
pedunculo e a ocorréncia de acidentes fisiolégicos tais como o acastanhamento interno e o escaldao

superficial (Mitcham e Mitchell, 2002). Neste trabalho serdo focados apenas os acidentes fisiologicos.



Acidentes fisiolégicos

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento das tecnologias de frio, tornou-se possivel consumir
pera ‘Rocha’ até 10 meses apos a colheita (Deuchande, 2016). Contudo, apesar de o armazenamento
em camaras frigorificas de atmosfera controlada (o tipo de armazenamento de pera ‘Rocha’ mais
comum em Portugal) permitir o aumento do tempo de conservagdo dos frutos, este também pode estar
na origem do aparecimento de diversos acidentes fisiol6gicos (Thompson, 1998). Estes acidentes
fisiolégicos ndo estdo diretamente associados a acdo de microrganismos mas sim a exposicao
prolongada dos frutos as condi¢cdes de armazenamento (Thompson, 1998).

No caso da pera ‘Rocha’, os acidentes fisiolégicos que mais afetam os frutos sdo o escaldéo
superficial e o acastanhamento interno (Silva et al., 2010).

O escaldao superficial esta associado a niveis elevados de etileno durante a conservacao em
camara (Thompson, 1998), ao armazenamento prolongado a temperaturas demasiado baixas (Gomes,
2015) e possivelmente a outros fatores menos relevantes, mas que também podem ter impacto no
aparecimento deste problema (Thompson, 1998). O principal sintoma do escalddo superficial é o
acastanhamento da hipoderme dos frutos (Thompson, 1998; Watkins et al., 1995), como se pode ver
na figura 7. Note-se que o escaldao superfical aqui referido ndo se trata do escaldao superficial solar,

comummente dessignado do mesmo modo, mas sim do escalddo provocado pelo frio prolongado.

Figura 7 — Diferentes graus de incidéncia e severidade de escalddo superficial em pera ‘Rocha’. A imagem da
esquerda representa um fruto ndo afetado (sem incidéncia) e as imagens seguintes representam frutos
progressivamente mais afetados (Carvalho, 2011).

O acastanhamento interno € um acidente fisiolégico que esta associado a concentracdes de
02 muito baixas, concentracdes de CO: elevadas e frio prolongado (Thompson, 1998) e resulta na
oxidacéo dos tecidos no interior dos frutos, conferindo-lhes um tom acastanhado. Na figura 8 é possivel

observar diferentes graus de incidéncia e severidade de acastanhamento interno em pera ‘Rocha’.
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Figura 8 - Diferentes graus de incidéncia e severidade de acastanhamento interno em pera ‘Rocha’. A imagem
da esquerda representa um fruto ndo afetado (sem incidéncia), e as imagens seguintes representam frutos
progressivamente mais afetados.
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Apesar de o escalddo superficial e o acastanhamento interno terem uma importancia
semelhante no contexto nacional, neste trabalho serd dada maior destaque ao acastanhamento interno,

uma vez que é sobre este que se debruca esta tese.

O que é o acastanhamento interno

O acastanhamento interno é um acidente fisiolégico pds-colheita que esta identificado em
Portugal ha mais de vinte anos e cuja relevancia tem vindo a aumentar (Sobreiro, 2016). E um acidente
fisiolégico causado pelo desequilibrio entre os processos oxidativos e redutores devido aos gradientes
metabdlicos dos gases dentro do fruto. Assim, ocorre a acumulacdo de substancias reativas de oxigénio
que induzem a perda da integridade das membranas e a oxidacéo enzimatica dos compostos fenélicos
para polimeros acastanhados (Franck et al., 2007).

Este problema desenvolve-se durante a conservacéo em frio, em atmosferas com baixas
concentracbes de O: e elevadas concentracdes de CO:2 e consiste na oxidacdo, morte e
acastanhamento de células dos tecidos internos dos frutos. A este problema podem estar associados
vérios fatores tais como a falta de agentes antioxidantes naturais (como os fendis), concentracdes
gasosas em camara frigorifica inadequadas e colheitas tardias (Sobreiro, 2016).

A nivel visual, os sintomas sdo mais expressivos no centro do fruto, mas podem afetar uma
maior area da polpa, consoante a severidade do problema (Sobreiro, 2016). A sintomatologia do
acastanhamento interno inclui o acastanhamento radial ou assimétrico dos tecidos internos, manchas
acastanhadas secas ou cavidades aleatoriamente dispersas na polpa (Franck et al 2007). Em
portugués temos apenas a expressao “acastanhamento interno”. Contudo, em inglés, é feita uma
separacdo muito mais promenorizada dos diversos tipos de acastanhamento interno conforme a
sintomatologia (alguns exemplos de diferencas na sintomatologia do Al encontram-se representados

na figura 9.

Figura 9 — Diversos tipos de sintomatologias diferentes para 0 mesmo problema: acastanhamento interno. Fonte
das fotografias 1 e 5: Sobreiro, 2016.
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Apesar de existirem muitas referéncias a acastanhamentos internos e sua sintomatologia,
podem distinguir-se dois principais tipos: a decomposic¢ao interna (core browning) e o coracao castanho
(brown heart) (Gomes, 2017; Deuchande, 2016). Alguns estudos em peras ‘Conference’ sugerem que
os acidentes fisiolégicos relacionados com o COz, que parecem estar associados ao aparecimento de
cavidades na zona carpelar e que se podem extender ao mesocarpo, diferem dos problemas
relacionados com a senescéncia dos frutos, frequentemente associadas ao acastanhamento necrético
humido da polpa (Larrigaudiére et al 2004). Todavia, ambos 0s sintomas podem coexistir no mesmo
fruto, e em ambas as circunstancias as condi¢des de hipoxia e dificuldades de difusdo dos gases no
interior dos frutos estéo envolvidas no seu aparecimento (Lammertyn et al 2003). Deste modo, embora
0 acastanhamento interno possa ter varios sintomas diferentes, ainda é desconhecido se esses
sintomas estao relacionados com o mesmo ou com distdrbios fisioldgicos distintos (Franck et al., 2007;
Larrigaudiére et al., 2004).

O brown heart esta associado a niveis elevados de CO:z e consequente decréscimo do acido
ascorbico e acumulagdo de produtos resultantes da peroxidagéo lipidica. Esta acumulacdo conduz a
um aumento da actividade da lipoxigenase (LOX), o que eleva a quantidade de peréxido de hidrogénio
(H202) e provoca o aparecimento de acastanhamento interno (Larrigaudiere et al., 2004).

O core browning, por sua vez, esta relacionado com o processo de senescéncia tendo, por
isso, como fatores de risco frutos demasiado maduros e conservados em atmosfera normal
(Larrigaudiére et al., 2001; Pint6 et al., 2001; Larrigaudiéere et al., 2004)

Estes séo dois problemas fiosiologicos com diferentes etiologias (Larrigaudiére et al., 2004).
Contudo, alguns autores colocam a hip6tese de estes dois acidentes fisioldgicos (o core browning e o
brown heart) serem apenas diferentes estagios de desenvolvimento do mesmo acidente fisiol6gico

(Deuchande, 2016). Ainda ndo existem estudos conclusivos que possam dar resposta a esta hipétese.

4. Fatores que afetam o acastanhamento interno

O grau de incidéncia e severidade do acastanhamento interno varia de acordo com um
conjunto de fatores pré-colheita e pos-colheita (Gomes, 2015).

4.1. Fatores pré-colheita

Ha muitos fatores pré-colheita que podem estar relacionados com o acastanhamento interno
da pera, sendo muito dificil separar a agdo de cada um deles (Ferguson et al., 1999). De facto, a
temperatura durante o desenvolvimento dos frutos, a ocorréncia de chuvas, o solo, a aplicacdo de
fertilizantes e corretivos, a rega, a cultivar, a data de colheita, o percurso do fruto até ao armazém e a
posicéo do fruto na arvore podem estar relacionados com o aparecimento e severidade deste acidente
fisiologico (Franck et al., 2007; Ahvenainen, 1996; Streif et al., 2003). H& ainda poucos estudos sobre

a influéncia dos fatores pré-colheita em peras, sendo a maioria da bibliografia existente relativa a maca
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(Franck et al., 2007; Ahvenainen, 1996). Contudo, os estudos existentes tém varios pontos em comum,
0 que contribui para uma analise mais sélida desta questédo. Nas tabelas 3 a 7 encontram- compilados
os fatores pré-colheita que afetam o acastanhamento interno. Os principais atributos das peras que séo
afetados (direta ou indiretamente) por fatores pré-colheita com influéncia no aparecimento de
acastanhamento interno sao o tamanho do fruto, a quantidade de vitamina C, o teor de compostos
fendlicos, e as propriedades de transporte de gases (Franck et al., 2007; Hamauzu e Hanakawa, 2003).

Tabela 3 — Resumo da forma como o clima afeta a suscetibilidade ao acastanhamento interno

Cultivar Estudo Fonte
Zerbini,
Pera Peras ‘Conference’ produzidas em regibes quentes F?;El:'l’(zgto;;
Conference sd0 menos suscetiveis ao Al do que as produzidas em zonas mais frias. 2007: Hansen .
et al., 1962

As baixas temperaturas de verdo durante o crescimento do fruto e a
Pera humidade relativa alta provocada pela elevada pluviometria séo condi¢gfes Zerbini,
‘Conference’ que aumentam a sensibilidade dos frutos ao aparecimento do etal., 2002
acastanhamento interno

Quando durante a divisdo celular se registam temperaturas anormais,

estas condi¢gdes podem levar a um incremento de células no fruto e . L
Peras (Pyrus . ~ - . Larrigaudiére, et
; posterior redugdo dos espacos intercelulares. Quando existem menos
communis L.) . , L e al., 2017
espacos intercelulares, ha maior dificuldade na difusdo dos gases,

especialmente do COz2, 0 que o que pode levar ao surgimento de Al.

A maioria dos pomares de pera ‘Rocha’ esta localizada em regies com
problemas de falta de frio no Inverno, o que provoca floragdes irregulares e
Pera estendidas no tempo. Apesar de os frutos serem colhidos de forma
, , - A . Alexandre, 2001
Rocha escalonada, este facto faz com que haja diferencas significativas ao nivel
do estado de maturagéo dos frutos, o que pode fazer com que os frutos
mais maduros estejam mais propicios ao aparecimento de Al.

Al — Acastanhamento interno

Tabela 4 - Resumo da forma como o tipo de solo e localizagcdo do pomar afeta a suscetibilidade ao
acastanhamento interno

Cultivar Estudo Fonte
Pera Frutos provenientes de solos de textura ligeira apresentam potencial de
'Rocha’ conservacao inferior aos produzidos em solos francos, o que os pode Almeida, 2017

tornar mais suscetiveis ao Al.

Peras (Pyrus E um dado adquirido que a localizagdo e gestdo do pomar tém grande Ferguson
communis L.) influéncia no aparecimento de acastanhamento interno, mas ainda se ot al 199(‘3
desconhecem muitas das causas exatas dessas relacdes. B

Al — Acastanhamento interno
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Tabela 5 - Resumo da forma como a adubacéo afeta a suscetibilidade ao acastanhamento interno

Subs- Cultivar Estudo Fonte
tancia
As peras tratadas com boro ndo exibiram Al apds quatro Xuan,
meses, em comparag¢édo com as testemunhas que etal, 2001
Pera SETE
‘ , revelaram elevada incidéncia de Al. Os resultados
Conference . R >
tornam-se ainda mais significativos quando se combina Xuan
boro com célcio nas pulverizagdes. etal., 2003
Os frutos tratados com boro respiraram com taxas mais Soares,
baixas durante o armazenamento, mantém durante mais et al, 2003
Todas as . :
o lantas tempo a integridade da parede celular e da membrana
8 P das células, o que contribui para reduzir a incidéncia de Broadley,
Al em peras. etal., 2001
Foi encontrada uma correlagéo entre o teor de boro
Pera e o0 aparecimento de Al em frutos com 6 meses de Streif, et
‘Conference’ armazenamento. Contudo, 0 mesmo ndo aconteceu com al., 2001
outros nutrientes, como o K, Ca, Mg e P.
Pera Situag6es de excesso de boro causam desordens Soares,
'‘Rocha’ fisiologicas, aceleram a maturagéo e originam Al. et al, 2003
O célcio tem o papel essencial no metabolismo das Soares,
Todas as paredes celulares, atuando como estabilizador de etal, 2003
plantas polissacaridos e como regula_dpr_ da atividade enzimética Hawkesford et al.,
e das propriedades i6nicas da parede. 5012
Peras (Pyrus A aplicacao de cloreto de calcio (CaCl2) melhora a Almeida, 2005
communis L)e qualidade de vida (til dos frutos, a aparéncia dos
magcas (Malus mesmos e ajuda a reduzir a incidéncia de Al. Rease, Drake, 2008;
domestica Borkh)
-5 Vérios estudos (maioritariamente em mac&, mas o Ferguson, et al., 1999
8 Diversas mesmo se pode aplicar a pera) apontam para a _
cultivares de existéncia de uma relagéo entre a pulverizacdo diretade  Fallahi, et al., 1997
pera (Pyrus sais de célcio aos frutos (como por exemplo cloreto de
communis L.)  célcio) e o aumento da firmeza e reducéo da incidéncia e Mendes, 2017
veri iden 6s-colheita.
severidade dos acidentes pés-colheita Sams, 1999
Aplicagbes pré-colheita de calcio contribuem para
Pera aumentar o teor de acido ascérbico nos frutos (devido a Xuan,
‘Conference’ manutencéo da integridade da membrana), o que etal., 2001
contribui para proteger os mesmos contra o Al.
O aumento do teor de N desequilibra a razéo
azoto/calcio (N/Ca), aumentando a taxa respiratoria e a Solarze(fc’)s-
producao de etileno. Deste modo, quando o teor de N é etal, '
Pera muito elevado, diminuem os niveis de Ca, o que torna os
'Rocha’ frutos mais suscetiveis ao aparecimento de Al e a
g ocorréncia de processos fermentativos no interior dos Xuan,
3 frutos. Aplicagdes de N perto da data de colheita sdo etal., 2001;
especialmente prejudiciais.
Pera O excesso de N promove a ocorréncia acidentes d Quelhas .
'Rocha’ fisioldégicos durante a formacéo do fruto 0s Santos, 2015;
' Mendes, 2017
Frutos com excesso de potassio tém menor tempo de
conservacao devido ao aumento da taxa de respiracao,
-% Pera tornando as peras mais sensiveis ao escaldao superficial Soares,
9 \ : e ao Al, a perda de firmeza e a perda de 4cidos. et al, 2003; Mendes,
ot Rocha 2017
[e]
o Em pos colheita, relagbes de K/Ca elevadas podem levar

ao aparecimento de Al.
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Tabela 5 - Resumo da forma como a adubacéo afeta a suscetibilidade ao acastanhamento interno (continuagéo)

Subs- Cultivar Estudo Fonte
tancia
Magcés (Malus Foram obtidas correlagdes significativas entre a
K,Pe domestica . L. , Neuwald, et al.,
~ incidéncia de Al e teores de potassio (K), fosforo
relagdo K/Ca . ~ 2014
Borkh) (P) e também para a relagéo K/Ca.
Aplicacdes de magnésio reduzem a incidéncia de Al. A
Pera . A - R ~ Xuan,
Mg . , importancia do magnésio deve-se a sua fungéo
Conference . et al., 2001
estabilizadora das membranas
Alguns micronutrientes podem ter influéncia no
o Toumsss  SPSSTentde Al oo o (9 narents ) ondey cta
nutrientes plantas = P pap 2012.

sistemas redox. O Mn e o Cu est&o envolvidos também
na desintoxicacéo de radicais superéxido

Al — Acastanhamento interno

Tabela 6 - Resumo da forma como as operag8es culturais e posicionamento dos frutos afetam a suscetibilidade
ao acastanhamento interno

Cultivar Estudo Fonte
Pera L e ~ .
‘Bartlett Podas muito intensas demonstraram ser benéficas para a reducéo do Al. Blanpied, 1990.

Arvores de fraco vigor induzido por periodos de stress sdo mais suscetiveis

ao aparecimento de Al.

Peras (Pyrus Larrigaudiére et

communis L) Regas fortes perto da data de colheita e tratamentos hormonais podem al., 2017
afetar o desenvolvimento normal do fruto e propiciar o Al.
A posicao dos frutos na arvore mostrou ter efeito no teor de acido

Pera ascorbico, pois verificou-se que a concentracao de deste acido é Franck,

‘Conference’  assimetricamente distribuida dentro da pera, apresentando diferencas de et al.2003
concentragdo até 4 vezes entre o lado exposto sol e o lado da sombra.
Franck,

Pera et al.2003;
‘Conference’; Frutos provenientes do topo das arvores (mais expostos ao sol e, portanto,
Peras ‘Passe com maior TSS) apresentaram maior suscetibilidade ao Al. Dobrzanski, et al.,

Crassane’ 2006; Zerbini,
1997

Al — Acastanhamento interno
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Tabela 7 - Resumo da forma como a data de colheita e grau de maturacéo dos frutos afetam a suscetibilidade ao
acastanhamento interno

Cultivar Estudo Fonte
Pera A taxa de perda de acido ascorbico é mais elevada em frutos de colheita Zerbini
‘Conference’ tardia, o que propicia o aparecimento de Al. et al., 2002

Os frutos colhidos tardiamente s&o muito mais suscetiveis ao Al do que os  Lammertyn et al.,

colhidos na data ideal. Este problema agrava-se especialmente para frutos 2000
de calibres elevados e com niveis de maturacédo avancgados. De todos, a
data de colheita é provavelmente o fator mais importante para o Larrigaudiere et
Peras (Pyrus aparecimento de Al, excluindo o tempo de conservacédo (que n&o se pode al., 2017
; alterar).
communis L.) Franck et al., 2007
Uma das técnicas recomendadas para atenuar este problema é o
arrefecimento dos frutos imediatamente apds a colheita. A aplicacéo de Verlinden, et al.
sistemas de pré-arrefecimento permite reduzir a taxa respiratéria do fruto, a 2002

acumulacdo de CO2 na cdmara e a incidéncia de Al.

Outro dos fatores com maior relevancia para o aparecimento de Al € o grau
maturacao dos frutos a colheita. Os frutos mais maduros tém menor
Peras (Pyrus  ¢apacidade antioxidante (ascorbato, glutationa, superdxido dismutase e Ferguson et al.,
communis L) catalase) e maior potencial para acumulagéo do radical superéxido (O2)) e 1999
de perdxido de hidrogénio (H202), 0 que 0s torna mais sensiveis ao
aparecimento de Al.

Al — Acastanhamento interno

E a combinac&o e interagdo destes varios fatores pré-colheita que determina quais os frutos
que serdo mais susceptiveis ao acastanhamento interno, e ndo cada fator individualmente (Franck et
al., 2007; Ahvenainen, 1996; Salvador, 2015). Sabe-se, todavia, que a influéncia de cada um destes
fatores para o aparecimento de Al € uma causa da sua agdo no sistema antioxidante e na atividade
metabolica dos frutos (Mendes, 2017).

Existe também uma relagéo indireta entre alguns atributos de qualidade e o acastanhamento
internom (Tabela 8).

Tabela 8 - Relag&o entre os atributos de qualidade e o Al

Parametro Cultivar Estudo Fonte

Em pera ‘Rocha’ o calibre foi referenciado como um fator que influencia o
risco de acastanhamento interno, aumentando quando em frutos tém

Calibre 'Rpoirr?a' calibre superior a 75 mm. A ma difusdo do Oz no fruto pode ser a Almeida,
explicacao para este fenémeno, porque quanto maior este for, maior a 2017;
distancia de difuséo do Oz até ao centro do fruto.
Mendes,
Se a pera ‘Rocha’ for conservada sem tratamentos p6s-colheita (como 2017
Firmeza Pera  DPA ou 1-MCP, por exemplo) o risco e severidade de Al aumenta quando

'Rocha’ os frutos séo colhidos num estado de maturacdo avangada (com firmezas
inferiores a 6 kg/cm?).

Al — Acastanhamento interno
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4.2. Fatores p0Os- colheita

Apesar dos fatores pré-colheita, a incidéncia de acastanhamento interno pode ser bastante
reduzida se forem tidos os devidos cuidados ao nivel dos fatores pos-colheita (Franck et al., 2007). Os
principais fatores pés-colheita que influenciam o aparecimento de acastanhamento interno sao o nivel
de maturacdo dos fruitos a colheita, a duracdo do periodo de arrefecimento, as condi¢cdes de
armazenamento (principalmente as pressfes parciais de CO2 e Oz e a temperatura) e a duracdo do

periodo de conservacao (Lammertyn et al., 2000; Franck et al., 2007; Verlinden et al., 2002).

4.2.1. O armazenamento

Existem varios tipos de conservacéo distintos. Os mais comuns em Portugal séo a atmosfera
normal (AN) (20-21% de Oz, 0,03% de CO: e 78-79% de N2 e um conjunto de outros gases vestigiais)
(Yahia, 2009), a atmosfera controlada (AC) e a atmosfera controlada dinamica (ACD) (Wills et al.,
2007). A principal diferenca entre a AN e a ACD é que nesta Ultima as concentragfes de COz e Oz
estdo sempre a ser rigorosamente controladas e ajustadas e na AN ndo se altera a composicdo da
atmosfera (Yahia, 2009). Na AC ha uma alterag&do da constituicdo da atmosfera para concentracfes
mais baixas de Oz e mais elevadas de CO2. Na ACD também se induzem estas alteragcdes, mas a
monitorizacao destes gases é feita tendo por base o limite minimo de Oz para n&o ocorrer fermentacéo
e 0 quociente da respiracdo, medidos ininterruptamente nos frutos e ajustando as concentracdes
atmosféricas segundo estes valores. Na AC a manutenc¢do das concentragdes dos gases ndo tem por
base estes pardmetros, mas sim um valor fixo pré-determinado (Both, 2015).

Enquanto na AN os frutos apenas se conseguem conservar durante um periodo maximo de 5
meses, na ACD estes podem conservar-se até 10 meses (Almeida, 2017).

Uma vez que este estudo sera desenvolvido em parceria com uma central fruteira do Oeste, na
gual os frutos sao conservados em ACD, ser& esta a forma de conservagéo sobre a qual se irdo focar

as linhas que se seguem.

Atmosfera controlada dinamica (ACD)

A atmosfera controlada dinamica (ACD) é uma tecnologia de frio que visa desacelerar o
processo de maturacdo e senescéncia dos frutos, reduzindo o metabolismo dos mesmos através da
regulacdo da temperatura, humidade relativa e concentragbes de CO2 e Oz (Wills et al., 2007). Este
tipo de atmosfera denomina-se “controlada” porque a concentragdo dos gases € permanentemente
monitorizada através de sensores de fluorescéncia de clorofila, do quociente respiratério e da producao
de compostos volateis, de modo a regular a concentracao de gases dentro da camara de acordo com

o nivel de stress em que o fruto se encontra (Almeida, 2015).
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As principais vantagens da conservacdo em atmosfera controlada dindmica séo: a redugéo da
taxa de respiracéo, a redu¢éo da producéo de etileno (devido ao baixo teor de O2) e da sua acao (devido
ao alto teor de COz e a temperatura baixa), prolongamento da vida 0til dos frutos, manutencédo da
firmeza (devido ao efeito do CO2 nas enzimas que atuam sobre as membranas celulares), elevada
turgescéncia das células (ficando os frutos mais suculentos e crocantes) e a preservacédo dos atributos
de qualidade (menor perda de acidez, acucares e vitamina C, maior qualidade nutricional e sensorial,
menor degradagéo da clorofila, maior retencao de cor; menos alteracdes fisiolégicas e menos estragos
causados por fungos) (Deuchande, 2016).

As recomendagbes para conservagao de pera ‘Rocha’ em ACD séo as seguintes: temperatura
entre -1 e 0 °C, humidade relativa entre 93 e 95%, niveis de Oz de 0,2 a 0,5 kPa e niveis de CO2 <0,7
kPa (Almeida, 2017). Contudo, os valores 6timos exatos podem variar de acordo com fatores como o
estado de maturacao a colheita, as condicdes em que cresceram os frutos até a colheita, a presenca

de etileno na cAmara, tratamentos pré-armazenamento, entre outros (Thompson, 1998).

A humidade relativa deve manter-se elevada para reduzir as perdas de agua dos frutos.
Contudo, valores acima de 95% de humidade relativa podem provocar condensagdo na camara,
levando a condigBes favoraveis ao desenvolvimento de fungos (Zagory e Kader, 1988; Almeida, 2017).

O aumento da concentracdo de CO: tem varias implicacdes. Umas das suas principais
consequéncias € a inducdo do processo fermentativo por inibicdo da sucinato desidrogenase (que é
uma enzima envolvida no processo respiratdrio) (Knee, 1973). Outra consequéncia, apontada por
diversos autores, € a redugéo dos valores do pH citoplasmético, o que influencia a atividade de muitas
enzimas envolvidas no metabolismo respiratério, biossintese de etileno e alteragbes de composicao
(Kader, 1995). Outros autores referem também que o aumento da concentracdo de CO:2 pode levar a
acumulacéo de elementos téxicos para as células (como o acetaldeido, etanol, acetato de etilo e / ou
lactato) (Kader, 1995), a diminui¢cdo da atividade da ATP e PPi fosfofrutoquinase na via glicolitica (o
gue poderia explicar a reducdo da respiracao) (Kerbel et al, 1988), e a diminuicdo da producgédo de
etileno por inibicdo da atividade da ACC sintase e ACC oxidase. (Kader, 1995). Contudo, a maioria

destes pontos interferem na respiracdo, conduzindo a perdas de energia significativas.

Por ultimo, a diminuicdo da concentracéo de Oz tem como principal consequéncia a redugao
da atividade metabdlica, uma vez que muitas das reacdes metabdlicas das células sdo oxidativas.

Se os valores da concentracdo de Oz forem abaixo do limiar do ciclo do &cido tricarboxilico,
este vai suspender a sua atividade, mas o processo glicolitico vai continuar, dando origem a acetaldeido
e etanol que sao toxicos para as células quando acumulados (Thompson, 2016). Assim sendo, 0s niveis
de Oz ndo devem ser demasiado baixos, de forma a evitar a fermentagéo. Outra das consequéncias da
redugdo da concentracdo de O, é a desejada diminuicdo da producdo de etileno, por inibicdo de

atividade da ACC oxidase (1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidase).

Contudo, apesar de todas as vantagens associadas a possibilidade de armazenamento
prolongado em ACD, este tipo de tecnologia também apresenta alguns riscos, nomeadamente ao nivel

da perda de qualidade dos frutos e do aparecimento de acidentes fisiolo6gicos como o escaldao

18



superficial e 0 acastanhamento interno (Wills et al., 2007). Até 2013, estes problemas eram facilmente
controlados através da utilizagdo do antioxidante difenilamina (DPA). No entanto, em 2013 foi proibida
a utilizacdo deste produto, o que criou um enorme problema para as centrais de conservacao.
Posteriormente, comecou a utilizar-se o 1-metilciclopropeno (denominado 1-MCP) que é um inibidor
da acdo do etileno, previne o escaldao superficial e retarda o amadurecimento (Almeida, 2017). No
entanto, apesar deste produto ser tdo eficaz como o DPA no combate ao escaldao superficial, no caso
do acastanhamento interno apenas se demonstrou eficaz para periodos de armazenamento até 280
dias (Carvalho, 2011).

Deuchande (2016) realizou também um estudo no qual demonstrou que a eficacia da aplicacéo
de 1-MCP depende do grau de maturacdo dos frutos a colheita e que, quando aplicado em frutos
tardiamente colhidos, este induz uma maior incidéncia de acastanhamento interno. Este facto revela,
mais uma vez, a necessidade de encontrar outras formas que ndo quimicas de minimizar os danos
provocados pelo acastanhamento interno, tal como por exemplo a selecdo e organizacdo dos lotes de

peras por graus de propensdo ao aparecimento de acastanhamento interno.

4.2.2. O etileno

O amadurecimento é controlado por uma hormona muito importante, o etileno, que no caso dos
frutos climatéricos como a pera, apresenta um “pico” de produgéo (Kieber, 1998; Lurie e Paliyath, 2008;
Thompson, 1998; Hiwasa et al., 2003). Na figura 10 € possivel observar a evoluc¢éo da producdo de

etileno e de CO2 em frutos climatéricos e nao climatéricos.

Frutos ndo climatéricos Frutos climatéricos . —
Pico climatérico
[CO2] [CO2]
[CaH4] C2H
[Cahia) Etileno
CO2
S Etileno
o co2
Tempo Tempo
Crescimento Maturacdo Senescéncia Crescimento Maturacdo Senescéncia
Maturagdo fisiologica  Maturagdo comercial Maturagéo fisiolégica  Maturagdo comercial

Figura 10 —Evolugédo da producéo de etileno (linha azul escura) e da producdo de COz2 (linha negra) para frutos
ndo climatéricos (a esquerda) e climatéricos (a direita). Os frutos climatéricos apresentam um “pico” de produgéo
de etileno e de CO:2 (pico de respira¢ao), contrariamente aos frutos ndo climatéricos (Kieber, 1998).

O etileno (C2Hs4) é uma molécula muito simples, mas que interfere em diversos processos
bioguimicos. Provoca a abcisdo de frutos, flores e folhas; aumenta a velocidade de degradacdo da

clorofila, induz a sintese de compostos volateis responsaveis pelo aroma dos frutos, mas principalmente
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provoca 0 amadurecimento e senescéncia dos frutos (maioritariamente através da degradacdo das
membranas, hidrélise do amido e utilizacdo dos acidos organicos para a respiragéo celular) (Reid,
2002 e Kieber, 1998).

No caso da pera, fruto climatérico, como se pretende manter os frutos muitos meses em camara
frigorifica, os efeitos do etileno sdo indesejaveis, porque se pretende que o fruto dure o0 maximo de
tempo em camara sem amadurecer e apenas amadureca fora da cAmara, quando for para venda. Deste
modo, foram sendo desenvolvidas diversas técnicas de inibigdo do etileno (Kader, 2003).

Atualmente, nas centrais fruteiras portuguesas, as formas mais comuns de inibicdo do etileno
sdo a utilizagdo de atmosferas com elevadas concentracdes de CO: e baixas concentracdes de Oze a
utilizacdo do 1- metilciclopropeno (1-MCP). As elevadas concentracdes de CO:2 e reduzidas
concentracdes de Oz retardam a maturacao dos frutos de forma analoga, impedindo a ligacéo do etileno
ao recetor (Burg e Burg, 1967). O 1-MCP atua no ponto 3 da figura 11, ligando-se ao receptor do etileno,
impedindo assim que se inicie o processo de transducéo e que os frutos amadurecam (Blankenship e
Dole, 2003).

S3o as enzimas

C2Ha resultantes deste
e aetate ACZ\O processo que sdo
C2Ha ¢ responsaveis
pelas respostas
C2Ha k : fisiologicas do
ovas enzimas ;
k k etileno
C2Ha \ E
Mensageiro
Catly secundario L

O etileno sintetizado no
citosol é reconhecido e
liga-se a receptores
(proteinas, a azul escuro)
localizados na membrana
plasmatica das células-
alvo.

RNA
polimerase §
DNA

Quando o etileno se liga ao receptor
Ej (através do mensageiro secundario),
desencadeia-se um processo de
transdugdo do sinal que resulta na
expressdo de determinados genes.

¢ A

Apés a ligagdo (a violeta), o
receptor tem de provocar
alteragdes metabélicas que
amplifiquem o sinal
hormonal e que levem 3
expressdo de genes.

Figura 11 — Representacédo esquematica do modo de agdo do etileno nas células. (Adaptado de Abeles et al.,
1992 e de Kieber, 1998)

O 1-MCP é eficaz durante um determinado periodo de tempo (varidvel com a espécie, cultivar,
estado de maturacdo e temperatura de armazenamento) apés o qual os efeitos do etileno comegam a
voltar a sentir-se (Blankenship e Dole, 2003).

E de notar que, a nivel do acastanhamento interno, ainda néo foi encontrada nenhuma relagéo
consistente entre o aparecimento de Al e a utilizagdo de 1-MCP. E também de realcar o facto do 1-

MCP interferir em todos os parametros de qualidade: retarda o amolecimento (contribuindo para manter
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a firmeza), reduz a taxa de respiracao (reduzindo o consumo dos acidos organicos) e reduz a producao

de etileno (com repercursdes positivas nos trés parametros.
4.2.3. Outros fatores

Um maneio adequado nas centrais fruteiras também é um fator decisivo para evitar o
aparecimento de acastanhamento interno, uma vez que os danos mecénicos que possam surgir
durante o maneio dos frutos desde a colheita até ao armazenamento em central provocam um aumento
da producdo de etileno por parte das peras, aumentando assim a sua predisposi¢cdo ao
acastanhamento interno (Larrigaudiére et al., 2017).

Outro fator essencial a ter em conta durante o armazenamento é a manutencao da circulagao
de ar dentro da ca&mara, para evitar a formagcdo de “bolsas de acumulagdo de CO2", que
desencadeariam mais acastanhamento interno (Larrigaudiere et al., 2017)

5. Bases bioquimicas do acastanhamento interno

Existem alguns estudos que estabelecem a base bioquimica do acastanhamento interno para
algumas cultivares de pera, mas ha poucas informagfes sobre 0s mecanismos bioquimicos envolvidos
no desenvolvimento deste fendmeno especificamente em pera "Rocha" (Deuchande, 2016).

Segundo Frank et al. (2007) o acastanhamento interno pode ter duas principais origens: a
oxidacéo de compostos fendlicos e a acumulacdo de metabolitos fermentativos toxicos para as células.
No entanto, estes processos estao estritamente ligados (Figura 12).

No metabolismo aerébio, produzem-se espécies reativas de oxigénio (ERO) que, em condi¢gbes
de stress (como a hipoxia que se faz sentir em atmosfera controlada) gera um “stress oxidativo” que
pode causar danos na integridada das membranas (Mittler, 2002). Quando as membranas ficam
fragilizadas, os compostos fendlicos (presentes numa situacdo normal dentro dos vacuolos) entram em
contacto com o complexo de enzimas polifenoloxidase (PPO) (geralmemente presentes dentro dos
plastideos ou na membrana dos cloroplastos). Como resultado deste contacto, a PPO hidrolisa os
monofendis a o-difendis e depois oxida os o-difendis a o-quinonas (Veltman, 2002). Este processo de
oxidacdo dos o-difendis a o-quinonas pode ser revertido pela acdo do acido ascorbico (AA), mas
frequentemente as condi¢c6es de hipoxia da atmosfera controlada fazem reduzir o teor de AA nas
células, travando este processo de reversao. Por (ltimo, as o-quinonas sdo oxidadas a melaninas, que
sdo as responsaveis pelo aspeto acastanhado que se vé nos frutos com Al (Veltman, 2002). Os
ambientes de atmosfera controlada onde sdo armazenadas as peras podem também conduzir a
inducéo de processos fermentativos devido a concentragdo elevada de CO2 nesta atmosfera (Ke et al.,
1994). Quando estes processos originam uma acumulacao excessiva de etanol e acetaldeido, estes
compostos tornam-se téxicos, conduzindo a perda de integridade das membranas. O processo que se
desencadeia de seguida é semelhante ao descrito acima, culminando com a oxidacdo das o-quinonas
a melaninas (Pint6é et al., 2001), que conferem o tom castanho caracteristico do acastanhamento

interno.
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Figura 12 — Esquema geral dos principais processos
que conduzem ao desenvolvimento de Al:
v oxidacéo de compostos fenolicos pela enzima PPO
e a acumulacdo de metabolitos fermentativos
téxicos para as células (Veltman et al., 2002).

a
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5.1. Polifenol oxidases

Polifenol oxidases (PPO) é o nome dado ao conjunto de enzimas envolvidas na oxidacdo de
varios polifendis. Dentro das polifenol oxidases, podem-se distinguir dois tipos de enzimas: as lacases
e as tirocinases, que diferem na sua especificidade para os substratos (Vamos-Vigyazo, 1981), mas
apenas as tirocinases estédo envolvidas no processo de acastanhamento interno (Veltman, 2002). A
lacase apenas oxida os orto e para-difenois para formar a respetiva o-quinona (atividade da catecolase)
(Veltman et al., 1999a). A tirosinase, também conhecida por monofenol monoxigenase, € uma enzima
gue contém cobre na sua constituicdo e é responsavel pelo escurecimento oxidativo dos tecidos,
através da hidroxilacdo dos monofendis a o-difendis (atividade da creolase) e pela posterior oxidagao
dos o-difendis a o-quinonas (atividade da catecolase). Esta, depois de oxidada e polimerizada, forma
0s compostos acastanhados a que chamamos melaninas (Veltman et al., 1999a) (Figura 13). S&o estas
melaninas as responsaveis por um dos principais sintomas do acastanhamento interno: o tom
acastanhado dos tecidos internos dos frutos.

monofenol o o-difenol Acido desidroascérbico (DHA)
2
OH
OH OH :
HO : o_ 0
R Atividade da creolase (1) g OH H’
™~ D o] (o)

0, 3 g
2 g
= ©
S g
3 ]
['}] (o]
g o
3 £
H,0 Z 2
<

OH

Aminodcidos, fendis (o] :
" ' HO (o] O
- e proteinas
Melaninas P /@E 7
Oxidagédo R o H —
HO OH

o-quinona Acido ascérbico
Sé&o as melaninas que conferem a cor (wtm?a C)
acastanhada aos tecidos do interior da pera.

Figura 13 — Esquema representativo das reacg6es catalizadas pela PPO e mecanismo de agéo do AA. Os
monofendis sdo hidrolisados a difendis pela PPO (pela creolase) (1); depois, os o-difendis séo oxidados a o-
quinonas pela PPO (pela catecolase) (2) e, por ultimo, o &cido ascorbico reduz as o-quinonas novamente a o-
difendis (3), formando &cido dehidroascorbico (Deuchande, 2016).

Apesar de a PPO ser crucial para o desenvolvimento de acastanhamento interno, Veltman e
Larrigaudiére (1999a) demonstraram que a PPO nédo € um fator exclusivo para o desenvolvimento deste
fenémeno. Deste modo, conclui-se que na origem do aparecimento do acastanhamento interno estao
todos os fatores que afetam a integridade das membranas intracelulares e ndo apenas a PPO
(Deuchande, 2016).
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5.2. Perda de integridade das membranas

Numa situacdo normal, a tirosinase e os substratos fendlicos estdo em locais diferentes na
célula. A tirosinase pode estar nos plastidios ou na membrana dos cloroplastos, enquanto os polifendis
apenas se podem encontrar nos vacuolos (Veltman, 2002). Existe uma membrana que envolve tanto
os plastidios como os vaclolos, por isso o aparecimento de acastanhamento interno esta
primeiramente associado a perda de integridade das membranas intracelulares, que permite o contacto
das enzimas oxidativas com os compostos fenélicos (Nicolas et al., 1994).

Existem varios mecanismos que ocorrem durante o armazenamento em atmosfera controlada
gue conduzem a perda de integridade das membranas. De seguida abordam-se dois destes
mecanismos, um deles relacionado com as espécies reativas de oxigénio (ERO) e o outro relacionado

com a acumulacéo de metabolitos da fermentacéo.

5.2.1. As espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sé@o produzidas durante a respiracdo dos frutos e
durante a fotossintese e a sua formagdo aumenta em condi¢cbes de stress. Estas ERO incluem por
exemplo o radical superdxido (Oz"), o aniéo hidroxilo reativo (OH) e o perdxido de hidrogénio (H202) e
causam, entre outros danos, a peroxidacéo lipidica e desnaturacdo de proteinas (Apel e Hirt, 2004),
comprometendo a integridade das membranas (Nicolas et al., 1994; Franck et al., 2007). E o sistema
antioxidante das células que as protege da producao excessiva de ERO (Veltman, 2002), Este sistema
antioxidante inclui algumas enzimas como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
ascorbato peroxidase (APX), a glutationa redutase (GR), a peroxidase, entre outras. Estas previnem o
inicio da oxidacgdo e a deterioracao dos tecidos, eliminando as ERO antes que estas comecem a reagir
com os componentes celulares. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, destaca-se o acido ascorbico,
que possui a capacidade de extinguir as ERO diretamente (reagindo e removendo-as) ou indiretamente
(doando eletrdes para a APX) (Gill e Tuteja, 2010). A este conjunto de processos antioxidantes da-se
0 nome de ciclo ascorbato-glutationa (Latowski et al., 2010). Na figura 14 esta representado o modo de
acao deste sistema antioxidante.

Este sistema assume um papel fundamental para combater o acastanhamento interno. Frank
et al., (2007) afirmam que em condigcbes em que o sistema antioxidante esteja debilitado e em que as
células estejam sujeitas a um nivel de stress oxidativo elevado, a probabilidade de os frutos

apresentarem acastanhamento interno € muito elevada.
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Figura 14 — Esquema do funcionamento do sistema oxidativo do acido ascérbico (Deuchande, 2016).

5.2.2. A acumulacéo de metabolitos da fermentacéo

A conservagdo prolongada em atmosfera controlada em condigcbes ndo perfeitamente
adequadas (como por exemplo concentracfes demasiado baixas de Oz e muito altas de CO3), pode
gerar no interior das peras situacdes de hipoxia, que dardo inicio a respiracdo anaerdbia e consequente
fermentacéo e acumulagdo de metabolitos da fermentacao, como o etanol e o acetaldeido (Deuchande,
2016). Quando estes se acumulam acima dos niveis toleraveis pelas células, tornam-se téxicos,
causando alteracBes nas membranas e consequente perda de integridade das mesmas (Ke et al.,
1994; Chervin et al. 1999; Chervin et al. 1996 e Kimmerer e MacDonald, 1987).

Esta perda de integridade das membranas leva ao desenvolvimento de acastanhamento
interno, através do processo ja explicado anteriormente, desencadeado pelo contacto entre as

tirosinases e os compostos fendlicos (Veltman, 2002).
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De facto, Pint6 et al. (2001) mostraram no seu estudo em peras (cv ‘Blanquilla’) que a incidéncia
de acastanhamento interno estava fortemente relacionada com a presenca de metabolitos
fermentativos. Os frutos que tinham este defeito revelaram ter quantidades de acetaldeido e etanol
guase trés vezes superiores aos frutos saudaveis. Segundo Deuchande et al. (2014), também existe
uma relacédo positiva entre a incidéncia de acastanhamento interno e os elevados niveis de metabolitos

de fermentacédo, como o etanol e acetaldeido em péra ‘Rocha’.

5.2.2.1. Alcool desidrogenase

A enzima alcool desidrogenase (ADH) é uma das enzimas envolvidas no processo fermentativo
dos frutos. Deste modo, desde ja se percebe que néo é suposto a atividade da ADH ser muito elevada
em frutos para consumo (Deuchande, 2016). Contudo, a ADH sera um dos parametros a analisar em
laboratério precisamente para aferir se os frutos sofreram processos fermentativos durante o
armazenamento ou nao.

O processo de fermentacdo pode ser dividido em duas reac¢des principais: uma primeira, em
que ocorre a descarboxilizacdo do piruvato em acetaldeido, pela accdo da enzima piruvato
descarboxilase (PDC), e uma segunda, em que ocorre a conversao reversivel de acetaldeido em etanol.
Esta segunda reacéo € catalizada pela enzima alcool desidrogenase (ADH) e utiliza o NADH como
substrato (Figura 15) (Chervin et al., 1999).

Glicdlise Fermentagéo alcodlica CITOSOL
0O
H——OH Co, NADH +H*  NAD’
HO + H @ '\ f
H——OH HsC . N
Hton™ \[(U\o ‘L- HC” X0 =—===== H”~ “OH
Piruvato Alcool
(o] descarboxilase desidrogenase
OH (PDC) (ADH)
Glucose Piruvato Acetaldeido Etanol

Figura 15 — Esquema representativo do processo de fermentacdo alcodlica que ocorre no interior das peras em

condi¢cBes de anaerobiose fomentadas pela atmosfera controlada.

Presume-se assim que o acondicionamento em atmosfera controlada pode, em certas
condicdes, promover a fermentacdo de peras, sendo activadas nestas condi¢cdes enzimas
fermentativas como a alcool desidrogenase (ADH). Uma forma de avaliar a incidéncia de fermentacgao
em frutos é medir a quantidade de ADH inicial e apds sair da cAmara, verificando se esta aumentou ou

ndo. Segundo um estudo com peras ‘Blanquilla’, Pinté et al. (2001) verificaram que a actividade da ADH
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aumentou consideravelmente nos frutos armazenados por longos periodos de tempo (6 meses) a 2%

de Oz e 5% de CO2, sendo maior em frutos com acastanhamento interno.

5.3. Vitamina C

A vitamina C, também conhecida como acido ascérbico (AA), é uma vitamina presente em
pequenas quantidades na pera, mas que tem uma grande relevancia dada a sua funcéo antioxidante
(Ribeiro e Seravalli, 2007).

O AA esta envolvido em diversos processos: atua na conversdo de H202 em &agua, na
desintoxicagdo das ERO (diretamente ou através do ciclo ascorbato-glutationa), na fotossintese, no
crescimento e desenvolvimento celular (Ahmad et al., 2010) e na reducdo das o-quinonas novamente

a o-difendis (preveninco o Al) (figura 16).

Processos em que o acido ascérbico esta envolvido

Elimina o H202 . Reducéo das o- Crescimento e
convertendo-o em Elimina Fotos- i i
u as ERO sintese quinonas povamente a desenvolvimento
agua o-difenéis celular

A 4 A 4 \ 4

Ajuda a prevenir o acastanhamento interno

Figura 16 — Esquema-resumo dos processos em que o AA esta envolvido (Veltman, 2002; Ahmad et al., 2010).

Para o acastanhamento interno, o papel mais relevante do acido ascorbico € o da redugéo das
0-quinonas novamente a o-difendis, explicado na figura 13 da pagina 23. O acido ascérbico pode ser
encontrado na sua forma reduzida (AsA) e nas suas duas formas oxidadas: monodesidroascorbato
(MDHA) ou acido desidroascorbico (DHA) (Ahmad et al., 2010), como se pode ver na figura 14.

A relacdo DHA/ASA tem sido relatada como um dos fatores mais importantes para a resisténcia
das plantas ao stress oxidativo (Waskiewicz et al., 2014). Esta relacdo DHA/AsA compreende-se a luz
do ciclo ascorbato-glutationa, representado na figura 14 pagina 25. A enzima MDHAR utiliza o
monodesidroascorbato (MDHA) como aceitador de eletr6es e 0 NAD(P)H como dador de eletrbes para
regenerar o AsA (Bhattacharjee, 2010). Da mesma forma, a enzima DHAR utiliza glutationa reduzida
(GSH) como co-fator para converter DHA em AsA. A GSH pode limitar a capacidade da célula para
regenerar AsA. Deste modo, para garantir a quantidade de GSH necesséria, a glutationa redutase (GR)
catalisa a reducéo de glutationa dissulfato (GSSG) a glutationa (GSH), usando NADPH como agente

redutor na reacao (figura 17). (Bhattacharjee, 2010; Kocsy et al., 2001).
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Figura 17 — Esquema das diferentes formas em que se pode encontrar o AA.

Contudo, a acao antioxidante do &cido ascorbico é finita. Ao longo do tempo de armazenamento
e de maturacao os niveis de 4cido ascorbico vdo diminuindo (Veltman et al., 1999b e Zerbini et al.,
2002), o que pode comprometer o potencial antioxidante da fruta e espoletar o desenvolvimento de
acastanhamento interno (Veltman, 2002). A quantidade de vitamina C nos frutos também pode ser
afectada por factores como a perda de &gua, temperaturas altas, presenca de oxigénio, enzimas
oxidativas (Muhammad et al., 2014) e producéo de etileno (Saltveit, 1999). Segundo Davey et al. (2000),
ndo existe uma relacdo direta entre o efeito da maturagdo e a evolugdo da quantidade de acido
ascorbico. Todavia, Silva et al. (2009), num estudo feito sobre pera ‘Rocha’, verificaram que houve uma
diminuicdo do teor de AA ao longo de seis meses de conservacao. Lee e Kader (2000) e Veltman et al.
(2002) verificaram o mesmo para variedades diferentes.

Outro dos fatores que também contribui para o decréscimo de acido ascérbico nos frutos
armazenados em atmosfera controlada é a falta de difusdo de Oz no interior dos frutos, resultado da
ocorréncia de condi¢8es de hipoxia (Lammertyn et al., 2000).

Segundo Veltman et al., (2002), com a monitoriza¢do dos niveis de acido ascorbico € possivel
prever o desenvolvimento de acastanhamento interno em peras, uma vez que ocorre um aumento dos
niveis de acido ascérbico antes de aparecer acastanhamento interno. Assim, no momento em que se
detetasse 0 aumento dos niveis de acido ascorbico, poderia reduzir-se a concentra¢éo de CO2 dentro
da camara, evitando o aparecimento desta desordem. Esta pratica teria, contudo, a grande
desvantagem de ser destrutiva, ndo permitindo a sua aplicacdo a grande escala a nivel comercial.
Apesar do acido ascorbico ser um importante parametro para a previsdo de acastanhamento interno,
nao é o Unico fator que explica o desenvolvimento deste acidente fisiolégico, havendo sempre muitas

interacdes e indmeros fatores a ter em conta (Gomes, 2017).
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5.4. A peroxidase

Véarios estudos afirmam que a peroxidase (POD) também esta relacionada com o
desenvolvimento de acastanhamento interno em peras, levando a oxidacdo de compostos fendlicos na
presenca de H:0: (Toméas-Barberdn e Espin, 2001). A POD coopera com a PPO para o
desenvolvimento de acastanhamento interno, mas é dependente da atividade inicial da PPO que gera
H20:2via oxidagao de compostos fendlicos (Tomas-Barberan e Espin, 2001). Richard-Forget e Gauillard
(1997) também demonstraram que embora a POD de pera, s6 por si, ndo tenha atividade oxidativa, na
presenca de PPO, a POD aumenta a degradacdo dos compostos fendlicos. Todavia, até ao momento,
0 estudo da relagdo entre PPO e POD no desenvolvimento de acastanhamento interno em pera
"Rocha" ainda néo foi desenvolvido em profundidade (Deuchande, 2016).

6. Métodos de previsdo do acastanhamento interno

O principal problema do acastanhamento interno prende-se com o facto de ndo ser possivel
distinguir as peras saudaveis das afetadas, uma vez que os sintomas sdo manifestados no interior dos
frutos (Gomes, 2017). Por esta razéo, para uma eventual analise dos sintomas, seria necessario aplicar
um método destrutivo, o que torna a avaliagdo impraticavel em termos empresariais. Este facto tem
contribuido para a desvalorizacdo econémica do produto (Gomes, 2017).

As técnicas que continuam a ser mais praticadas para minimizar 0s prejuizos do
acastanhamento interno sdo a utilizacdo de 1-MCP e a utilizacdo de tecnologias de atmosfera
controlada diferida (Deuchande, 2016). A atmosfera controlada diferida € um método de
armazenamento muito semelhante ao armazenamento em atmosfera controlada, apresentando apenas
a diferenca de se armazenar os frutos por um determinado periodo de tempo em frio normal, antes de
estes serem transferidos para um ambiente de AC. A utilizacdo desta estratégia de armazenamento
demonstrou ser eficaz na reducdo do acastanhamento interno em peras 'Conference’ (Saquet et al.,
2003). No caso da pera ‘Rocha’, os estudos realizados nao tém sido conclusivos (Silva et al., 2009;
Carvalho, 2011), sendo necesséria a realizacdo de mais ensaios para se poder chegar a resultados
conclusivos (Deuchande, 2016).

Até a data, ainda ndo existe nenhuma estratégia economicamente aceitavel e escalavel em
termos comerciais que permita prever a ocorréncia de acastanhamento interno em pera ‘Rocha’
(Deuchande, 2016). Porém, a nivel laboratorial existem métodos n&o destrutivos para previsdo do Al:
a utilizacdo de raios-X, ressonancia magnética ou espectroscopia de reflexdo infravermelho (Franck et
al., 2007; Gomes, 2015).

No entanto, encontram-se em desenvolvimento alguns estudos que visam encontrar um

método para previsao do acastanhamento interno em peras.
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6.1. Biomarcadores para prever acastanhamento interno em pera ‘Rocha’
(método destrutivo)

Deuchande et al. (2017b) realizaram um estudo em pera ‘Rocha’ com o objetivo de identificar
marcadores biomoleculares que permitissem prever a ocorréncia de acastanhamento interno apés 45
ou 100 dias em atmosfera controlada. Os resultados mostraram que o melhor biomarcador era, entre a
concentracdo de etanol, de acetaldeido, de PPO e de POD, a concentracao de etanol nos frutos, da
gual se obteve uma relacao linear em que o coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,91. Contudo, a

grande desvantagem desta técnica € o facto de ser destrutiva.

6.2. Utilizag&o de concentragdes minerais para prever acastanhamento interno
em pera ‘Rocha’ (método destrutivo)

Foi realizado um outro estudo, por Deuchande et al. (2017a), cujo objetivo era a identificacdo
de marcadores minerais capazes de prever o Al em pera ‘Rocha’ e a criagao de um modelo de previsao
com base nestes mesmos marcadores. Foram medidas as concentra¢des de dez minerais diferentes a
colheita, e aquele que mostrou ter uma melhor relacéo linear com o acastanhamento interno foi o cobre,
com um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,97. Contudo, o principal problema desta técnica é o

mesmo da técnica descrita em 5.1.. Ambas implicam a destrui¢@o dos frutos.

6.3. Aplicacao de radiacdo eletromagnética de baixo comprimento de onda
para a avaliacao da qualidade de peras (método nao-destrutivo)

Apresenta-se um ultimo estudo, levado a cabo por Suchanek et al. (2017), em que se pretendeu
desenvolver um método nao-destrutivo e econémico para avaliar a ocorréncia de acastanhamento
interno peras da cv. ‘Conference’ armazanedas em atmosfera controlada dindmica. Para tal, foi utilizada
uma tecnologia de ressonancia magnética (RM) de baixo comprimento de onda, muito semelhante a
tecnologia utilizada na investigacéo dirigida pela IEQUALTECS Lda..

Os resultados obtidos foram bastante satisfatorios, tendo-se concluido que esta é uma técnica
bastante fidvel para identificar heterogeneidades na polpa dos frutos. Deste modo, torna-se possivel
identificar problemas como acastanhamento interno através desta técnica, de forma ndo destrutiva,

econdmica, rapida e eficaz (Suchanek et al., 2017).
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7. Material e Métodos

7.1. Material vegetal e datas de analise

Para este ensaio foram utilizadas peras da cultivar ‘Rocha’ (Pyrus communis L. Rocha),
provenientes de trés pomares localizados em zonas distintas da regidao Oeste: Mafra, Bombarral e
Zambujeira. Os dois primeiros pomares ja constavam no ensaio do ano passado, enquanto o pomar da
Zambuijeira foi acrescentado apenas este ano. Os frutos foram colhidos na campanha de 2017 e foram
armazenados numa central do grupo CPF, a -0,5°C, 90 a 95% de humidade relativa, em condi¢Bes de
atmosfera controlada dindmica (0,5 % de Oz e 0,5 % de COz), sendo retiradas amostras da camara
periodicamente, o que permitiu uma analise dos parametros de qualidade ao longo do tempo de
armazenamento.

Para cada pomar foram analisados lotes de 20 peras cada, em 2 datas diferentes: 0e 7 (0 e 7
dias ap0s serem retiradas da camara) e para 9 diferentes tempos de conservagdo em ACD (dias): to,
t15-16, t20-30, ts0-63, t78-01, t107-120, t141-154, t162-175, t212-225 dias. Estes tempos de conservacao (dias) estdo
representados por dois nimeros porque os pomares foram colhidos em dias diferentes. A colheita do
Bombarral e Zambujeira foi realizada dia 8 de agosto de 2017 e a do pomar de Mafra foi dia 23 de
agosto.

As analises foram realizadas individualmente a cada fruto, uma vez que os resultados seriam
utilizados néo s6 para este estudo mas também para testar a eficacia da RMN unilateral na previsao
do acastanhamento interno a realizar pela empresa IQUALTECS Lda..

Entre as datas 0 e 7, as peras foram sujeitas a temperatura ambiente (cerca de 20°C), o que
diferiu do que foi realizado no ano anterior no ambito do mesmo projeto, em que 0s primeiros trés
tempos de conservacdo decorreram a temperatura de 9°C e os dois Ultimos foram mantidos a

temperatura ambiente (aproximadamente 20°C).

7.2. Métodos analiticos

Para cada lote de frutos foram realizadas analises quimicas, fisicas e bioquimicas. Nas analises
quimicas determinou-se o teor de vitamina C (mg acido ascorbico/L sumo), a acidez titulavel (g de acido
malico/ L sumo) e o teor de fendis totais (mg/L sumo). Em termos de andlises fisicas, foram
determinados a massa de cada fruto (g), a firmeza (kg/0,5cm?), o teor de sélidos sollveis (°Brix) e a
massa seca do sumo (%) e do fruto (%). A massa seca do fruto foi apenas determinada para algumas
amostras dos lotes H e I, uma vez que apenas surgiu a necessidade e ideia de a quantificar nesta
altura. Por fim, relativamente as andlises bioquimicas, foram feitas medi¢des das atividades de duas
enzimas: a polifenol oxidase, PPO (OD/g MS residuo seco do sumo) e a alcool desidrogenase, ADH
(OD/mg de proteina soltuvel do sumo). Determinou-se igualmente o teor de fendis totais (quantidade de
acido gélico (mg/L)) e o teor de proteina soltvel no sumo (mg/L). O protocolo encontra-se descrito no
ANEXO I.
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7.2.1 Determinacao da firmeza

A firmeza da polpa foi determinada recorrendo a um penetrémetro manual (FT-327) com sonda

de prova de 0,5 cm de didmetro.

7.2.2 Acidez titulavel

Para a determinacdo da acidez titulavel, foi feita uma titulagdo potenciométrica segundo a
norma portuguesa NP-1421 (1977) com ligeiras alteracdes. Utilizaram-se 10 mL de sumo previamente
filtrado, perfazendo 20 mL com agua destilada. Esta solugdo de 20 mL foi depois titulada com hidréxido
de sédio (NaOH) a 0,1N, com auxilio do potencidometro e eléctrodo (modelo pH 213) até se atingir o pH

de 8,15. A acidez titulavel é expressa pela concentracédo de acido malico (g/L).

7.2.3 Teor de fenois totais

Para a determinacgéo do teor de fendis totais, expressos em acido galico, utilizou-se o método
de espectrofotometria descrito por Waterhouse (2002), fazendo-se uma diluicdo de 1:20 do sumo em
agua destilada, e posterior leitura directa no espectrofotémetro (modelo GeneQuant Pro) a um
comprimento de onda de 280 nm. A concentracdo expressa em acido galico foi calculada com base

numa curva de calibracdo previamente estabelecida no laboratério.

7.2.4 Teor de solidos solUveis

Na determinacao do teor de sélidos sollveis em graus Brix (g de sélidos solUveis por 100 g de

amostra), utilizou-se o método de refractometria, através do refractémetro digital (modelo HI 96801).

7.2.5 Vitamina C

Para a medi¢do da vitamina C utilizou-se o método volumétrico desenvolvido por Tillmans
(1927) com a solucdo oxidante de 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) como titulante, utilizado por
Oliveira et al. (2010), com algumas adaptacdes. Em todos os dias de ensaio foi feita uma titulagédo de
padrdo de acido ascérbico. As amostras de sumo de pera foram apenas diluidas com agua. Um dos
problemas que surgiu nesta metodologia foi o facto das amostras de sumo de pera ‘Rocha’
apresentarem reduzidas quantidades de vitamina C, e deste modo utilizariam um baixo volume de
DCPIP para uma titulacéo feita em bureta. Como tal, recorreu-se a uma metodologia alternativa em que
em vez de buretas se utilizaram micropipetas (0 - 5000 uL), avaliando-se a massa de DCPIP

adicionada. Recorreu-se a densidade do DCPIP para os calculos subsequentes.
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7.2.6 Quantificacao de proteina soluvel total

Para a determinacéo do teor de proteina total recorreu-se ao método de Bradford (1976), onde
se utiliza o corante ‘Coomassie Brilliant Blue G-250’. Adicionou-se 20 pL de sumo a 1000 pL de
reagente de Bradford e procedeu-se a leitura das respectivas absorvancias a 595 nm no
espectrofotometro (modelo GeneQuant Pro). Para quantificacao final de proteina recorreu-se a curva
de calibracdo que foi obtida utilizando-se como padréo a proteina de soro de albumina bovina (BSA)

com as seguintes concentragdes: 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 (mg mL1).

7.2.7 Determinacdao indirecta de actividade da PPO

A atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) foi determinada indiretamente com base no
método descrito por Ngadze et al. (2012) com algumas modificagcdes nas quantidades. Utilizou-se 250
pL de sumo, 725 pL de tampdao fosfato de sédio 0,05M (pH 6) e 250 pL de catecol 0,1M. Foram lidas
as respectivas absorvancias a 546 nm no espectrofotometro (Shimadzu UV-1200) durante 90 minutos,
para diferentes intervalos de tempo (0, 5, 12, 40, 60 e 90 minutos). A actividade foi avaliada
indiretamente pelo aumento da absorvancia ao longo do tempo, calculando-se a variagcéo total de

absorvancia nos 90 minutos por mg de proteina.

7.2.8 Determinacdao indirecta de actividade da ADH

A atividade da enzima &lcool desidrogenase (ADH) também foi determinada indiretamente pelo
método de espectrofotometria com base no método descrito por Ke et al. (1994). A oxidagcado do NADH
foi medida através da diminuicio da absorvancia a 340 nm usando o referido espectrofotbmetro. Foram
lidas absorvancias durante 4 horas, com intervalos de 1 hora. A atividade da ADH foi avaliada
indiretamente, pela descida da absorvancia desde a medicéo inicial até ao menor valor, reportando

também a quantidade de proteina.

7.2.9 Acastanhamento interno

A avaliacdo da incidéncia de acastanhamento interno foi feita visualmente, no momento do
corte para extragdo do sumo, e foram feitas contagens do ndmero de frutos afetados em cada lote.

Foi também avaliado o grau de severidade de acastanhamento. No laboratério, antes da analise
destrutiva dos frutos, foram tiradas fotografias (RGB) a alguns dos frutos afetados. Mais tarde, com
recurso ao software GIMP (gratuito, disponivel em [https://www.gimp.org/]), foi calculada a
percentagem (em termos de area) do fruto afetada. Para tal utilizou-se a ‘Ferramenta de selegao livre’
e, apos ser selecionada a area, da pera total (Figura 18) ou da zona afetada (Figura 19), foi registado
o nimero de pixeis de cada uma. O resultado final, em percentagem, foi dado pela equacéo: [(Area do

fruto afetada pelo Al) / (Area total do corte longitudinal do fruto)] x 100%.
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Figura 18 —Explicacéo da forma de obtencao da area total de cada pera, convertida em pixéis pelo software
GIMP (a vermelho).

Figura 19 - Explicacdo da forma de obtencdo da area afetada pelo acastanhamento interno em cada pera,
convertida em pixéis pelo software GIMP (a vermelho).

7.3. Andlise de dados: métodos estatisticos para avaliar o efeito dos diferentes
fatores

A caracterizacé@o dos atributos medidos foi realizada com recurso a ferramentas de estatistica
descritiva. Subsequentemente, foram realizadas andlises de variancia (ANOVA) para testar se os
fatores em estudo (‘Pomar, ‘Data’, ‘Conservagdo’) conduzem a resultados com diferengas
significativasentre eles.

Os pressupostos necessarios para a utilizagdo de uma ANOVA séo os seguintes: todas as
varidveis tém de ser aleatérias e independentes, com distribuicdo normal e os erros aleatérios tém de
ser também normais, de variancia constante (homogeneidade das variancias) e independentes (Iversen
et al., 1987).

A aleatoriedade e independéncia das amostras (0 pressuposto mais importante de todos) e dos
erros aleatérios foi conseguida recolhendo os frutos dos trés pomares de forma aleatéria.

Relativamente a normalidade, foram feitos testes de Shapiro-Wilk e nenhuma das variaveis
demonstrou ter distribuicdo normal (ver anexo IlI) . Este problema poderia ter sido eventualmente
contornado desde inicio aumentando o niumero de amostras por lote para 30. Contudo isto seria muito
dificilmente realizavel em termos laboratoriais. Deste modo, uma vez que todas as medigGes foram

continuas, pode assumir-se, segundo Norman (2010), que as 20 unidades das amostras foram
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suficientes para menorizar o problema do pressuposto da normalidade. Ponderou-se a realizagédo de
testes de Kruskal-Wallis (ndo paramétricos, para contornar o problema do pressuposto da normalidade)
mas essa hipotese foi excluida porque este teste faz andlises apenas a um factor, e assim perder-se-
iam os efeitos de interaccéo.

Por dltimo, relativamente a homogeneidade das variancias, ponderou-se inicialmente fazer um
teste de Bartlett. Contudo, uma vez que este teste é fortemente sensivel a normalidade das
observagbes (Box, 1953), e dado que néo foi possivel validar convenientemente o pressuposto da
normalidade neste estudo, foi decidido usar um teste mais robusto a este problema. O teste escolhido
foi o teste de Brown—Forsythe, que é uma modificagédo do teste de Levene, porque usa as medianas
em vez das médias, de modo a ser mais robusto a violagdo dos pressupostos da normalidade (Glass e
Hopkins, 1996). Como se pode ver no anexo Il, a maioria dos dados ndo foram validados. Mais uma
vez, isto seria previsivel dado o tamanho reduzido das amostras (20 de cada lote). No entanto, este
problema pode ser relativizado uma vez que todas as medi¢des foram continuas e que as violagdes ao
pressuposto das varidncias homogéneas sdo em geral menos graves em delineamentos equilibrados,
como é o caso (Glass et al., 1972 e Harwell et al., 1992). De facto, estes autores referem que em
delinementos equilibrados, mesmo havendo heterogeneidade da variancia, ha um ligeiro aumento da

taxa de erro do tipo I, mas ndo muito relevante.

Para comparag¢fes de médias foram realizados testes de Tukey (a=0,05).

Os pressupostos necessarios para a utiliza¢do dos testes de Tukey séo os mesmos da ANOVA
(Tukey, 1991). A forma como eles foram cumpridos ou como foram assumidos como aceitaveis
encontra-se acima descrita. Nos testes de Tukey também é conveniente que os delineamentos sejam
equilibrados, ou que pelo menos o desequilibrio ndo seja muito acentuado (Tukey, 1991). Este ponto

foi igualmente cumprido.

Todo o trabalho de analise de dados foi realizado utilizando o programa estatistico ‘Rproject

v. 3.2.2’ (https://cran.r-project.org).
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8. Resultados e Discussao

8.1. Gama dos parametros de qualidade e dos fatores que afetam o Al durante

0 armazenamento em regime de ACD

A evolucdo dos parametros avaliados foi primeiramente caracterizada com recurso a

ferramentas da estatistica descritiva, nomeadamente bloxplots, maximos, minimos, médias e testes de

Tukey. Este estudo foi feito utilizando dados de todos os tempos de conservacédo (desde os 0 aos 225

dias), para cada pomar. Foram utilizados dados apenas referentes a data zero (frutos analisados a

saida da camara), para que se pudessem observar as caracteristicas dos frutos, antes destes alterarem

a sua atividade de forma significativa. Os resultados apresentam-se nas figuras 20 e 21.

Figura 20 - Boxplots para os valores da firmeza, grau Brix e acidez titulavel, para ‘Data’=0 e ‘Cons’=[0,225]
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Figura 21 - Boxplots para os valores da vitamina C, fendis, PPO e ADH, para ‘Data’=0 e ‘Cons’=[0,225]
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Deste estudo preliminar, podem tirar-se algumas conclusées. Em primeiro lugar, a firmeza das
peras do Bombarral é significativamente superior as dos restantes pomares e a de Mafra é
significativamente inferior. O TSS das peras do Bombarral é significativamente inferior as dos restantes
pomares. Relativamente a AT, Mafra possui os frutos com uma acidez titulavel menor. Estes resultados,
conjugados com uma menor firmeza, apontam para que as peras de Mafra estivessem mais avancadas
na maturacdo (Reid, 2002; Hobson, 1994), o que é natural uma vez que o pomar de Mafra foi colhido
mais tarde do que os outros. Verificou-se também que os frutos do pomar da Zambujeira possuem
significativamente mais vitamina C. O facto de ter os valores mais elevados de vitamina C sugere que
este sera provavelmente o pomar menos suscetivel ao aparecimento de acastanhamento interno
(Veltman et al., 1999b). O facto de este ser o pomar no qual o valor dos fenéis é superior leva a mesma
conclusdo (Veltman, 2002). A PPO foi o0 Unico parametro no qual todos os pomares diferiram
significativamente entre si. O pomar da Zambujeira é aquele em que se encontram peras com menor
atividade desta enzima, seguido de Mafra e do Bombarral. Todos eles tiveram valores minimos de PPO
de 0 (OD/g MS residuo seco do sumo), destacando-se o pomar do Bombarral com valores superiores
desta enzima. Relativamente & ADH, o Unico pomar significativamente diferente foi novamente o do
Bombarral, apresentando valores bastante mais elevados para a atividade desta enzima do que os
restantes. Estas diferencas refletem-se numa média de valores de ADH medidos de cerca do dobro
dos restantes para o Bombatrral.

E também possivel concluir, através destes dados, que a qualidade dos frutos de Mafra é

inferior a dos restantes pomares, no que toca a firmeza e a AT.

De seguida, apresentam-se os resultados das andlises estatisticas que relacionam os sete
paradmetros estudados com os fatores que afetaram a sua evolugéo — tempo de ‘Conservagao’ e ‘Data’

ou tempo de prateleira — globalmente e para cada pomar.

8.2. Efeito individualizado da ‘Conservacgao’ e da ‘Data’ para cada pomar sobre
0s parametros analisados

8.2.1. Conservacéao

Foi estudada a evolucdo dos parémetros de qualidade e dos fatores que afetam o
acastanhamento interno em relagéo a duracéo do periodo de conservagédo (‘Cons’). Para tal, utilizaram-
se dados apenas da ‘Data’ zero, de modo a poder fazer-se a analise dos resultados sem interferéncia
do fator ‘Data’. Foram feitas quatro analises distintas: primeiro uma relativa ao conjunto dos trés
pomares, e depois outras trés, para cada um dos pomares individualmente. Para tal, foram realizadas
andlises ANOVA. Quando estas revelavam a existéncia de diferencas significativas, foram também
feitos testes de Tukey (a=0,05), para comparar a evolugdo das médias de cada parametro ao longo do
tempo. Foram também calculados os valores de F e de R? para o ajustamento linear a cada um dos

parametros. Os resultados apresentam-se de seguida, nas tabelas 9 e 10 e na figura 22.

38



8.2.1.1. Conjunto dos trés pomares (Bombarral, Mafra e Zambujeira) para ‘Data’=

Tabela 9 - Valores das médias e grupos de significancia obtidos apds a realizacéo dos testes de Tukey para a
relagdo entre o tipo de conservagao e os restantes parametros analisados, para ‘Data’=0 e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’

e ‘Bom’ conjuntamente (n=60)

Cons (dias) Firmeza Brix AT V'tag““a Fendis PPOMS ADHMS
to 4,83 b 11,75 abc 162 a 562 a 15056 def 1,46 bc 1,10 d
t15-16 520 ab 1205 a 157 ab 433 bc 16848 bed 2,29 abc 1,81 d
t20-30 512 ab 1148 abc 141 bc 410 c 14040 ef 245 abc 4,02 bc
t50-63 5,18 ab 11,57 abc 1,33 cd 422 bc 132,46 f 1,72 be 2,07 cd
t7g-01 557 a 1139 abc 129 cde 128 d 18257 abc 299 ab 3,05 bed
t107-120 524 ab 1120 ¢ 134 cd 001 20390 a 1,4 ¢ 473 b
t141-154 5,38 a 1136 bc 1,12 f 518 ab 14267 def 1,84 bc 2,79 bcd
t162-175 5,39 a 1191 ab 1,19 def 428 bc 16168 cde 1,74 bc 850 a
to12.225 5,20 ab 11,65 abc 1,16 ef 5,71 a 18903 ab 3,57 a 4,07 bc

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservagdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=60 peras).

Tabela 10 - Valores de F e de R? calculados para o ajustamento linear das médias de cada um dos parametros,
com ‘Data’=0 e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ conjuntamente (n=538)

Firmeza Brix AT Vitamina C  Fendis PPOMS ADHMS
F de significancia
9 0,10 0,54 257x104 0,91 0,30 0,44 0,05
(n =538)
) ~
R® regressao 0,34 0,06 0,87 0,00 0,15 0,09 0,45
(n = 538)
Linhas de tendéncia das médias dos parametros analisados ao longo do periodo de
conservagao, para ‘Data’=0 e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ conjuntamente (n=60)
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Figura 22 — Linhas de tendéncia das médias dos parametros analisados ao longo do periodo de conservagao,
para ‘Data’=0 e ‘Pomar’= ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ conjuntamente. Todos os pardmetros devem ser analisados em
funcdo do eixo principal (da esquerda), exceto os fendis, que devem ser analisados a partir do eixo secundario.
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Através da andlise da tabela 9 pode-se ver como as peras evoluiram ao longo do tempo de
conservagao, quer através das médias dos valores medidos, quer através das letras que resultaram da
realizacao dos testes de Tukey.

Parece ndo haver uma evolucéo significativa dos parametros ao longo do tempo, excepto para
a AT. Para testar a veracidade desta afirmacao, foi ajustado um modelo linear a evolucdo de cada
parametro ao longo do tempo e os resultados foram apresentados na tabela 10.

De facto, os dados corroboraram a tese de que apenas a AT variou de forma linear. Tal como
se pode ver na tabela 12 a maioria dos valores da estatistica de F ndo séo significativos, dado que sao
todos iguais ou superiores a 0,05, excepto o da AT. Isto significa que ndo é adequado explicar a
evolucdo de cada um destes paradmetros com uma regressao linerar, porque estes nao variam
linearmente em funcéo do tempo de conservacéo, estando dependente de outros fatores que néo estdo
a ser considerados. Por esta razdo, na figura 22 foram usadas linhas de tendéncia e nao retas de
regressao.

Os valores de R? da tabela 10 mostram que o Unico valor aceitavel é o da AT, na qual a reta
de regressao do modelo linear aplicada explica cerca de 87% da variabilidade dos valores. Daqui se
conclui que a AT diminui com o decorrer do tempo de conservagdo, o que esta em linha de conta com
a existéncia de alguma atividade respiratéria dentro da camara.

Relativamente a ADH, o valor de F esta no limite da significancia (0,05) e o R2 é menor (0,45).
Dado que o valor de F é tao préximo do valor limite (0,05), pode-se considerar que ha um aumento da
ADH ao longo do periodo de conservacéo, mas este aumento nédo € praticamente significativo , o que
se confirma pelo valor de R?, que é de apenas 0,45.

Por dltimo, no que respeita aos restantes parametros, constatou-se que de facto n&o ocorreu
praticamente nenhuma evolucdo. Isto reflete o facto de estarmos a analisar peras da ‘data 0’, que
sairam ha muito pouco tempo da camara, onde estavam com muito baixa atividade metabdlica. Pereira
(2017) obteve resultados muito semelhantes. Parece, contudo, haver uma ligeira inclinacdo positiva
das linhas de tendéncia da firmeza e da ADH.

Por dltimo, é de salvaguardar o facto de que as grandes oscilacdes que se podem ver ao nivel
da vitamina C e dos fenois se devem muito provavelmente a variabilidade interna das amostras, e nao
a uma evolugéo dispar por natureza.

Segue-se o estudo pomar a pomar.

8.2.1.2. Pomar da Zambujeira (‘Data’=0)

Comecando pela Zambujeira, e utilizando novamente apenas dados da ‘Data’ zero, e testes de
Tukey (0=0,05), obtiveram-se os resultados apresentados na tabela 11. Foram também calculados os

valores de F e de R? para o ajustamento linear a cada um dos parametros (tabela 12).
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Tabela 11 — Valores das médias e grupos de significancia obtidos ap6s a realizacéo dos testes de Tukey para a
relagéo entre o tipo de conservacao e os restantes pardmetros analisados, para ‘Data’=0 e ‘Pomar’ = Zam (n=20)

8?;; Firmeza Brix AT V'taén'”a Fendis PPO ADH

to 495 abc 1193 ab 1,79 a 443 de 169,10 cd 0,11 a 1,10 de
ti5-16 4,60 c 12,52 a 1,76 a 3,18 f 193,98 bcd 0,82 a 0,40 e
t29-30 520 ab 1231 ab 163 ab 473 cd 18691 bcd 029 a 443 b
t50-63 528 ab 12,04 ab 1,58 ab 5,12 c 167,96 cd 0,60 a 1,06 de
t78-01 532 a 1221 ab 151 bc 384 e 21848 ab 051 a 195 cd
t107-120 5,29 ab 11,53 b 1,40 becd 0,01 g 20434 bc 044 a 8,06 a
t141-154 529 ab 11,54 b 131 cd 5,05 cd 150,75 d 056 a 191 «cd
t162-175 530 ab 12,07 ab 127 d 7,10 a 19815 bc 039 a 29 ¢
taizzes | 489 bc 1214 ab 127 d 555 b 96041 a 025 a 291

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservagdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=20 peras).

Tabela 12 - Valores de F e de R? calculados para o ajustamento linear das médias de cada um dos parametros,
com ‘Data’=0 e ‘Pomar’ = ‘Zam’ (n=180)

Firmeza Brix AT Vitamina C Fenois PPO ADH
F de significancia
0,31 0,27 0,00 0,40 0,27 0,88 0,41
(n = 180)
5 ~
Reregressdo (N (45 0,17 0,98 0,10 0,17 0,00 0,10

= 180)

As tabelas 11 e 12 revelam que as tendéncias evolutivas de cada parametro em relacdo ao
periodo de conservacéo sdo bastante semelhantes no estudo para todos os pomares conjuntamente e
para o pomar da Zambujeira individualmente. Ndo ocorreu praticamente nenhuma evolugéo para a
maioria dos pardmetros a ndo ser para a AT e registaram-se grandes oscila¢cdes ao longo do tempo.
Isto reflete novamente o facto de terem sido analisadas peras da ‘Data 0’, que sairam ha muito pouco
tempo da camara e o facto de cada amostra contar apenas 20 peras (0 que explica a elevada
variabilidade interna das mesmas). Novamente, o Unico modelo linear que pode ser aplicado é o da AT,
com um valor de F muito reduzido. A reta de regressédo da AT em fun¢do do tempo de conservagéo
explica 98% da variabilidade da AT.

8.2.1.3. Pomar do Bombarral (‘Data’=0)
De seguida apresenta-se o estudo do pomar do Bombarral em funcdo da conservacédo. Para
este estudo foram igualmente utilizados dados apenas da ‘Data’ zero. Foram realizados testes de Tukey

(a=0,05) e ajustamentos lineares, obtendo-se os resultados apresentados nas tabelas 13 e 14.
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Tabela 13 — Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apoés a realizacdo dos testes de Tukey para a
relacd@o entre o tipo de conservacgao e os restantes parametros analisados, para ‘Data’=0 e ‘Pomar’ = Bom (n=20)

(Cd?;:) Firmeza Brix AT V'ta(r:n'“a Fenois PPO ADH

to 5,49 c 11,38 a 1,74 a 7,11 a 164,14 abc 1,59 d 0,98 e
t15-16 5,90 bc 11,30 a 1,68 ab 4,41 cd 146,11 bcd 4,64 bcd 1,55 de
t29-30 5,50 c 10,82 ab 154 bc 0,01 e 114,69 de 5,27 bc 6,92 b
t50-63 6,07 abc 10,63 ab 1,34 de 4,17 d 113,27 de 2,98 bcd 3,86 cd
t78-01 6,69 a 9,93 b 1,45 cd 0,01 e 18257 a 6,01 ab 4,18
t107-120 5,88 bc 9,93 b 1,38 «cde 0,01 e 172,52 ab 2,63 bcd 4,21
t141-154 595 bc 10,79 ab 1,21 e 4,94 c 106,21 e 2,88 bcd 3,562 cd
t162-175 6,30 ab 11,48 a 1,29 de 5,73 b 158,23 abc 2,40 cd 20,49 a
t212-225 6,18 abc 10,49 ab 1,32 de 5,99 b 139,38 cd 8,87 a 3,97 C

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservagdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=20 peras).

Tabela 14 - Valores de F e de R? calculados para o ajustamento linear das médias de cada um dos parametros,
com ‘Data’=0 e ‘Pomar’ = ‘Bom’ (n=180)

Firmeza Brix AT Vitamina C Fenois PPO ADH

F de S|9n|f|canC|a 012 0,51 0,00 0,76 0,97 0,51 0,17
(n = 180)
) ~

R? regresséo 0,31 0,06 0,77 0,01 0,00 0,07 0,25

(n = 180)

As tabelas 13 e 14 revelam que nenhum dos parametros evolui de forma consistente e que

0 modelo linear ndo € aplicavel, excepto para a AT. As oscilagdes registadas devem-se novamente a

variabilidade interna das amostras. A firmeza em média aumentou, o0 que vai contra o esperado, mas

N

isto deve-se a baixa atividade das peras durante 0 armazenamento e a variabilidade interna das

amostras. O facto de as peras terem tdo baixa atividade durante o armazenamento reflete a qualidade

do mesmo.

8.2.1.4. Pomar de Mafra (‘Data’=0)

Por dltimo, foi estudado o pomar de Mafra ao longo do tempo de conservacdo. Foram

igualmente utilizados dados apenas da ‘Data’ zero, testes de Tukey (a=0,05) e regressoes lineares,

obtendo-se os resultados apresentados nas tabelas 15 e 16.

42



Tabela 15 — Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apoés a realizacdo dos testes de Tukey para a
relagdo entre o tipo de conservacao e os restantes pardmetros analisados, para ‘Data’=0 e ‘Pomar’ = Ma (n=20)

Cons (dias) Firmeza Brix AT Vltacn;lna Fendis PPO ADH
to 404 ¢ 17195 ab 1,32 a 532 b 11843 cd 266 a 124 de
t15-16 511 a 1233 a 126 ab 541 b 16534 b 141 ab 350
t29-30 465 abc 1132 p 105 cd 757 a 11960 cd 1,80 a 0,72
ts0-63 421 bc 1205 ab 1,09 bc 337 ¢ 11616 d 158 ab 129 de
t7s-01 470 abc 1204 ab 091 de 001 d 14666 bc 243 a 301 bc
tioz120 [455 abc 1216 ab 123 ab 000 d 2348 a 034 b 193 d
tiarasa | 491 ab 1176 ab 087 e 553 b 171,05 b 2,08 a 295 bc
tisza7s | 456 abc 1220 a 097 cde 000 d 12866 cd 242 a 211 cd
t212-225 454 abc 1231 a 090 de 49 b 16731 b 160 ab 533 a

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservagdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=20 peras).

Tabela 16 - Valores de F e de R? calculados para o ajustamento linear das médias de cada um dos parametros,
com ‘Data’=0 e ‘Pomar’ = ‘Ma’ (n=180)

Firmeza Brix AT Vitamina C Fenodis PPO ADH
Pyt " oe4 043 003 025 0,31 0,81 0,14
5 x
R? regressao 0,03 0,09 0,53 0,18 0,15 0,01 0,28

(n = 180)

Os resultados obtidos para Mafra sdo em tudo semelhantes aos dos pomares anteriormente
estudados e aos trés pomares analisados conjuntamente. O facto de a conservacao explicar tdo
parcamente a evolugéo dos parametros de qualidade e bioquimicos ao longo do tempo permite concluir
gue esta foi bem feita e que a evolucéo estd muito mais dependente de outros fatores, que poderéo ser

a ‘Data’, por exemplo, traduzindo o tempo de prateleira.

8.2.1.5. Conjunto dos trés pomares (Bombarral, Mafra e Zambujeira) para ‘Data’=

Com vista a compreender a importancia do fator ‘Data’ para a evolugéo da qualidade da pera
foi novamente estudada a evolucao dos parametros de qualidade e bioquimicos em relagdo a duragao
do periodo de conservagdo (‘Cons’), mas desta vez para ‘Data’=7, ou seja, utilizando peras com uma
semana de prateleira a T~20°C. Esta analise foi feita primeiro para o conjunto dos trés pomares e
depois para cada pomar individualmente, sendo utilizados testes de Tukey (a=0,05) para comparar a
evolucao das médias de cada parametro ao longo do tempo. Os resultados apresentam-se nas tabelas
17 e 18 e figura 23.
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Tabela 17 - Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apds a realizacdo dos testes de Tukey para a
relacdo entre o tipo de conservacgéo e os restantes parametros analisados, para ‘Data’=7 e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’
e ‘Bom’ conjuntamente (n=20)

Cons | rimeza Brix AT Vitamina Fenodis PPO ADH
(dias) C

to 208 b 1247 ab 1,16 b 411 e 140,19 bc 343 cde 084 d
tis-16 416 a 1235 ab 144 a 434 e 17271 a 243 e 335 bcd
to-30 385 a 11,79 b 1,37 ab 596 ab 17468 a 3,16 de 11,08 a
ts0-63 158 bc 1215 ab 1,42 a 6,14 a 13929 ¢ 652 ab 4,32 Dbc
tre-01 081 d 1248 a 143 a 560 abc 12793 c¢ 7,67 a 127 d
tioriz0 | 084 d 1258 a 1,45 a 4,93 cde 13439 ¢ 663 ab 232 cd
tiarass | 090 cd 1218 ab 1,32 ab 531 bed 126,17 ¢ 522 bc 285 bed
tiez1s | 062 d 1260 a 1,37 ab 513 cd 146,71 bc 426 cd 463 b
toizz2s | 068 d 1240 ab 1,32 ab 4,66 de 16572 ab 7,46 a 357 bc

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservagdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=20 peras).

Tabela 18 - Valores de F e de R? calculados para o ajustamento linear das médias de cada um dos parametros,
com ‘Data’=7 e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ conjuntamente (n=498)

Firmeza Brix AT Vitamina C Fendis PPO ADH
F de significancia 0,01 0,36 0,70 0,81 0,51 0,11 0,78
(n — 498) 1 l l l l 1 ]
A ~
R® regressdo 0,61 0,12 0,02 0,01 0,06 0,32 0,01
(n = 498)
Linhas de tendéncia das médias dos parametros analisados ao longo do periodo de
" conservagao, para ‘Data’=7 e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ conjuntamente (n=20)
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Figura 23 - Linhas de tendéncia das médias dos parametros analisados ao longo do periodo de conservacéo, para
‘Data’=0 e ‘Pomar’= ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ conjuntamente. Todos os parametros devem ser analisados em fungéo do
eixo principal (da esquerda), exceto os fenois, que devem ser analisados a partir do eixo secundario.
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Através das tabelas 17 e 18 e figura 23, pode verificar-se que as peras evoluem muito
claramente apés uma semana fora da camara a temperatura ambiente, mostrando-se uma grande
diferenca em relacdo a saida da camara. A evolucéo da PPO, vitamina C e firmeza mostrou ser muito
mais forte para a ‘Data’ 7 do que para a ‘Data’ 0, fruto de uma semana de atividade metabdlica normal
dos frutos. Isto demonstra, mais umavez, que aconservacdo funcionou bem, porque durante o periodo
em camara a atividade metabdlica era quase nula mas ao regressar a temperatura e condicdes normais
atmosféricas, houve um aumento muito significativo do dinamismo celular. Eventualmente, isto ira
notar-se na analise do fator ‘Data’, podendo eventualmente validar-se estatisticamente esta afirmacéo.

Atabela 18 mostra-nos que o modelo linear apenas se pode aplicar para a firmeza. Este modelo
explica cerca de 61% da variabilidade das observacdes da firmeza dos frutos ao longo do tempo. Como
se pode observar na figura 23, ha uma reducédo forte das firmezas observadas aproximadamente a
partir dos 30 dias em camara, mas a reducdo da firmeza é sempre consistente, tal como seria de
esperar, porque comeca a haver a degradacao das paredes celulares (Fischer e Bennett, 1991).

Os restantes parametros ndo podem ser linearizados, mas podem analisar-se as linhas de tendéncia
tracadas a partir das médias de cada ensaio. O Brix mantém-se praticamente constante. Deveria
aumentar, mas tal ndo acontece de forma significativa provavelmente devido a variabilidade amostral
(n ensaio = 20, apenas). O mesmo acontece para a AT, varia muito pouco e de forma pouco consistente
(R?=0,02), contraraiamente ao que aconteceu no mesmo estudo para ‘Data’=0. A vitamina C também
se mantém relativamente estavel, apesar de na figura 23 ser possivel distinguir dois momentos
distintos: dos 0 aos 30 dias de conservagdo em que ocorre um aumento mais forte, e dos 30 dias até
ao final, em que parece haver uma estagnac¢éo e decréscimo da vitamina com o tempo. Os fendis
diminuem claramente, como se pode ver na linha de tendéncia, mas essa reducdo nédo é linearizavel
(F « 0,05 e R? = 0,06), porque também parece haver uma acentuagdo da perda de fenois a partir dos
30 dias, aproximadamente. A PPO aumenta, mas com muitas oscila¢cdes, e a ADH mantém-se muito
estavel. Contudo, ambos os parametros oscilam, ndo sendo novamente possivel linearizar a sua
evolugdo. A estabilidade da ADH é o desejavel, pois significa que ndo ocorreram fenédmenos de
fermentacéo dentro dos frutos. Relativamente a PPO, o seu aumento pode dever-se principalmente a
perda de integridade das membranas, e a sua diminui¢do a sua utilizagao nos processos de oxidagdo-
reducdo que conduzem ao acastanhamento interno (de Deuchande, 2016). Contudo, isto € apenas

uma possibilidade. Estas oscilacdes podem dever-se igualmente a variabilidade amostral.
De seguida apresenta-se 0 mesmo estudo, feito pomar-a-pomar. Uma vez que todos os

pomares se comportam de forma semelhante, far-se-a apenas um comentario geral sobre os trés no

final da apresentagéo de todos os gréficos.
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8.2.1.6. Pomar da Zambujeira (‘Data’=7)

Tabela 19 — Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apds a realizagao dos testes de Tukey para a
relagdo entre o tipo de conservagéo e os restantes parametros, para ‘Data’=7 e ‘Pomar’ = Zam (n=20)

(%?an; Firmeza Brix AT Vitamina C Fenois PPO ADH
to
ti5-16 511 a 1232 bc 162 ab 400 ¢ 18681 ab 041 d 269 b
129-30 447 a 12,43 bc 158 ab 8,06 a 210,87 a 066 d 1263 a
t50-63 309 b 1295 ab 1,73 a 784 a 18342 ab 140 cd 298 b
t78-91 091 c¢ 13,19 a 167 ab 436 c¢ 157,28 b 410 ab 054 ¢
t107-120 0,84 c¢ 12,17 c 1,58 ab 561 b 151,82 b 508 a 2,49 b
t141-154 099 ¢ 1262 abc 154 ab 604 b 15888 b 274 bc 312 b
t162-175 096 c 12,86 ab 1,46 b 580 b 15292 b 3,00 b 215 b
t212.225 078 ¢ 1318 a4 145 b 410 c 161,00 b 403 ab 317 b

8.2.1.7. Pomar de Bombarral (‘Data’=7)

Tabela 20 — Valores das médias e grupos de significancia obtidos apoés a realizacao dos testes de Tukey para a
relacdo entre o tipo de conservagéo e os restantes parametros, para ‘Data’=7 e ‘Pomar’ = Bom (n=20)

(%?;; Firmeza Brix AT Vitamina C Fendis PPO ADH

to

tis.16 529 b 11,68 bc 153 ab 407 e 16072 ab 417 ¢ 321 bed
too-30 5,86 11,01 143 ab 579 ab 18574 a 455 ¢ 458 bed
t50-63 0,61 cd 11,13 143 ab 509 bed 11805 ¢ 876 ab 630 ab
trg.01 073 cd 11,52 bc 152 ab 629 a 9646 ¢ 11,41 a 249 cd
tioz120 | 0,82 cd 1262 a 1,60 a 329 f 11145 ¢ 765 b 207 d
tiriss | 088 ¢ 1163 bc 125 ¢ 435 de 14950 b 626 bc 272 bed
tieza7s | 026 d 11,99 ab 157 ab 4,78 cde 16891 ab 597 bc 989 a
tr12225 | 057 cd 1131 bc 142 bc 527 bc 16626 ab 1110 a 591  bc

8.2.1.8. Pomar de Mafra (‘Data’=7)

Tabela 21 — Valores das médias e grupos de significancia obtidos apés a realizagao dos testes de Tukey para a
relagdo entre o tipo de conservacao e os restantes parametros analisados, para ‘Data’=7 e ‘Pomar’ = Ma (n=20)

Cc_)ns . . Vitamina .
(dias) Firmeza Brix AT C Fenois PPO ADH
to 2,08 1247 ab 1,16 a 4,11 de 140,19 b 343 ¢ 0,84 bc
t15-16 209 a 13,07 a 118 a 4,95 bc 170,60 2,71 ¢ 4,15 b
t29-30 1,21 ab 11,94 b 1,11 a 4,04 e 12743 bc 425 <c¢ 16,05 a
t50-63 1,03 ab 1237 ab 112 a 5,49 ab 11641 <c¢ 939 a 3,68 bc
t78-91 0,78 b 12,73 a 110 a 6,14 a 130,05 bc 7,49 ab 0,76 c
t107-120 086 b 12,95 a 117 a 5,89 a 13990 b 715 b 2,42 bc
t141-154 083 b 1230 ab 1,16 a 5,55 ab 70,12 d 665 b 2,70 bc
t162-175 063 b 12,92 a 10 a 4,79 cd 119,40 bc 390 c 2,11 bc
1212225 0,70 b 12,73 a 110 a 461 cde 16990 a 724 b 1,65 bc
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Para os trés casos, foram comparadas as médias ao longo do tempo de ‘Conservacéo’. Médias
seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de
significancia de 5% (n=20 peras).

As andlises dos valores de F e R? foram realizadas (ver tabelas 37 a 39 do anexo IIl). Nenhum
dos valores de RZ foi igual ou superior a 80%, pelo que se concluiu que néo se pode ajustar o modelo
linear com sucesso a nenhum dos parémetros, de nenhum dos pomares, para a analise da
‘Conservagao’, quando ‘Data’ = 7.

Através da andlise das tabelas 19 a 21, verificou-se que em todos os pomares a firmeza
diminuiu com o tempo, o que seria de esperar. O Brix teve uma evolu¢cdo menos homogénea entre os
pomares, oscilando bastante nos pomares de Mafra e Bombarral, sem nenhuma tendéncia consistente
excepto no pomar da Zambujeira, em que sobe ligeiramente. Contudo, em nenhum dos casos se pode
aplicar o modelo linear com sucesso.

A AT teve um desenvolvimento diferente em cada pomar. No caso da Zambujeira, decresceu
com o tempo e apresentou um R? de cerca de 0,54, o que demonstra que ha realmente uma tendéncia
decrescente significativa. No caso do Bombarral, oscilou muito, sem apresentar qualquer tendéncia.
Por ultimo, no pomar de Mafra, a AT manteve-se completamente estagnada, ndo havendo quaisquer
diferencas significativas entre periodos de conservacéao.

A vitamina C oscilou muito em todos os pomares, ndo apresentando nenhuma tendéncia
consistente. Este pardmetro deveria diminuir ao longo do tempo (Veltman et al., 1999b e Zerbini et al.,
2002), contudo essa reducao néo foi visivel em nenhum dos pomares. Este facto pode estar relacionado
com erros laboratoriais associados a subjetividade do método de determinacgédo do teor de vitamina C
(método colorimétrico), & variabilidade interna das amostras ou a outro facto que promova a néo
degradacgédo da vitamina C nas células dos frutos. Para evitar a subjetividade inerente a este método
colorimétrico, deveria ter-se escolhido uma banda cor-de-rosa que servisse de comparacao entre as
amostras para diferentes dias.

Relativamente aos fendis, registaram-se muitas oscilagcdes nos pomares do Bombarral e Mafra,
nao sendo possivel aplicar o modelo linear. Pelo contrario, para o pomar da Zambujeira, os fenois
diminuiram consistentemente ao longo do tempo, e o0 modelo linear aplicado explica cerca de 64% da
variabilidade deste pardmetro. Isto é natural, dado que com a degradacdo das membranas os fendis
saem dos vacuolos e vao sendo utilizados ou degradados (Nicolas et al., 1994).

A enzima PPO aumenta, tal como esperado, nos pomares da Zgambujeira e Bombarral. O
pomar de Mafra apresenta muitas oscilacdes, mas parece haver também uma ligeira tendéncia
crescente. A ADH oscilou muito ao longo do tempo, ndo sendo aplicavel o modelo linear em nenhum
dos casos. Contudo, ocorreram dois picos curiosos: um para o periodo tis1s dias no pomar da
Zambuijeira, e outro para o periodo tze-30 dias, no pomar de Mafra. Estes picos foram muito elevados e
ndo parece haver nenhuma explicacdo clara para os mesmos, estando estes provavelmente

associados a algum erro laboratorial ou a variabilidade das amostras.

Concluindo, relativamente ao factor ‘Conservacdo’ no geral, pode dizer-se que este ndo teve um
impacto muito relevante na evolugcdo dos parametros de qualidade e bioquimicos das peras. Neste

sentido, a conservacgéo foi bem feita, uma vez que peras com diferantes periodos de conservacao
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apresentaram parametros muito semelhantes. Durante a conservacao a atividade metabdlica das peras

estava praticamente reduzida a zero, que é o que se pretende da conservacéo.

8.2.2. Data

De seguida, foi feito o mesmo estudo em relacédo a duracéo do periodo prateleira (‘Data’). Esta
analise foi sempre feita para todas as conservac¢des em conjunto, uma vez que se viu anteriormente
que o factor conservacéo nado teve um grande impacto da evolucdo dos parametros de qualidade e
bioquimicos das peras. Primeiro foi feita a analise com todos os pomares juntos. Os resultados

apresentam-se na tabela 22.

8.2.2.1. Andlise para o conjunto dos trés pomares

Tabela 22 - Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apds a realizagdo dos testes de Tukey para a
relac@o entre a duracao do tempo de prateleira e os restantes parametros analisados (n=519)

Data | Firmeza Brix AT VitC Fendis PPO ADH
0 5,23 a 1160 b 134 b 386 b 16353 a 2,13 b 357 a
7 1,70 b 12,32 a 138 a 522 a 148,14 b 534 a 405 a

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservagao. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=519 peras).

Através da andlise da tabela 22, pode-se concluir que o fator ‘Data’, ou seja, o tempo de
prateleira & temperatura ambiente, tem um forte impacto na evolu¢éo dos parametros de qualidade e
bioguimicos das peras.

A Firmeza diminuiu drasticamente, como seria de esperar. Também Pereira (2017) concluiu
que a firmeza diminuia significativamente com o aumento do tempo de prateleira. O Brix aumentou,
como também seria de prever. A AT aumentou marginalmente, mas de forma significativa. Pereira
(2017) concluiu que TSS e AT médios ndo se alteravam significativamente com o tempo de prateleira.

A vitamina C aumentou, o que ndo deveria acontecer, porque esta comprovado que esta
vitamina se degrada com o tempo, a partir do momento em que os frutos sdo colhidos da arvore
(Deuchande, 2016). Contudo, sabe-se também que antes de ocorrer o acastanhamento interno, a
quantidade de vitamina C presente nos frutos pode aumentar ligeiramente, numa tentativa do fruto de
balancear as reacdes de oxidag&o-reducéo (Frankk C, et al, 2003). Os mesmos autores referem que,
no entanto, a vitamica C tende a diminuir ao longo do tempo, 0 que ndo esta de acordo com os dados
obtidos neste estudo (tabela 22). Esta diferenca pode dever-se ao facto de a andlise da vitamina C
utilizada neste estudo ser uma analise colorimétrica, e portanto muito subjetiva. Os fendis diminuiram,
possivelmente porque foram sendo consumidos nos fendmenos de oxidagdo responsaveis pelo
acastanhamento interno, entre outros (Deuchande, 2016). Por ultimo, a atividade da enzima PPO
aumentou de forma significativa, novamente devido a maior atividade das peras na ‘Data’ 7 do que na

‘Data’ 0, mas provavelmente também devido aos fendmenos de oxidagdo. A ADH manteve-se
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significativamente igual entre as duas datas, o que vai se encontro ao esperado, pois ndo devem ocorrer
fenomenos de fermentagdo durante a conservagdo em camara, nem no exterior (condigbes de

aerobiose).

Pomar da Zambujeira

Seguidamente, foi feita a mesma analise para cada pomar individualmente. Os resultados
apresentam-se nas tabelas 23 a 25. Seré feito um comentario geral sobre cada pomar apenas no final

da exposicao das trés tabelas.

O primeiro pomar estudado foi 0 da Zambuijeira.

Tabela 23 - Valores das médias e grupos de significancia obtidos apds a realizacéo dos testes de Tukey para a
relagdo entre a duracéo do tempo de prateleira e os restantes parametros analisados (n=340)

Data | Firmeza Brix AT VitC Fenodis PPO ADH

0 512 a 1203 b 150 b 441 b 19445 a 044 b 275 b
’ 214 b 1271 a 158 a 573 a 17037 b 268 a 372 a

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservagdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=340 peras).

Pomar do Bombarral

Tabela 24 - Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apds a realizagdo dos testes de Tukey para a
relagdo entre a duracéo do tempo de prateleira e os restantes parametros analisados (n=339)

Data | Firmeza Brix AT VitC Fenois PPO ADH
0 6,00 a 10,75 b 144 a 360 b 14412 a 414 b 552 a
7 1,89 b 1161 a 147 a 487 a 14448 a 7,49 a 461 a

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservacdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=339 peras).

Pomar de Mafra

Tabela 25 - Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apds a realizagdo dos testes de Tukey para a
relagdo entre a duragéo do tempo de prateleira e os restantes parametros analisados (n=359)

Data | Firmeza Brix AT VitC Fenodis PPO ADH
0 4,59 a 1201 b 107 b 357 b 15200 a 181 b 245 b
7 1,13 b 1261 a 113 a 507 a 13151 b 582 a 383 a

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservagdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=359 peras).
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A partir destas trés tabelas podem retirar-se algumas ilagbes. Em primeiro lugar, a firmeza
decresce em todos os casos de forma semelhante e o Brix aumenta ligeiramente também em todos os
pomares. A AT aumenta em todos 0s casos, contrariamente ao que seria teoricamente esperado dado
0 aumento da taxa respiratéria que ocorre com o aumento da temperatura. Contudo este aumento é
muito ligeiro. Relativamente a vitamina C, registou-se um aumento muito semelhante em todos os
pomares. Isto vai contra aquilo que seria de esperar teoricamente, mas é provavelmente uma resposta
ao facto de haver mais atividade da parte da pera e eventualmente em resposta a fenémenos de
oxidacao no interior dos frutos (Frankk C, et al, 2003). Os fendis mantém-se muito estaveis, com uma
diminuigdo muito ligeira nos pomares da Zambujeira e Mafra. Ndo diminuem no pomar do Bombarral.
E também de notar o facto de o pomar de Mafra ser aquele que atinge valores mais baixos de fenois e
o0 da Zambujeira ser aquele que apresenta valores mais elevados, para 0 mesmo parametro. A PPO
aumentou bastante porque aumentou a atividade metabdlica. Todavia, nos pomares do Bombarral e
Mafra este aumento foi mais pronunciado, provavelmente devido ao facto deste dois pomares serem
0s que apresentaram (de longe) mais ocorréncias de acastanhamento interno, como se ir4 ver adiante.
A ADH deveria manter-se inalterada, mas aumentou ligeiramente na Zambujeira e Mafra, diminuindo

no Bombarral.
De seguida apresentam-se trés estudos sobre as intera¢gfes entre os fatores analisados. O

primeiro sera sobre a interacdo ‘Conservacgao’ - ‘Data’, o segundo sobre ‘Conservag¢ao’-‘Pomar’, e o

terceiro sobre a interagéo ‘Data’-‘Pomar’.
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8.3. Efeitos conjugados (dois a dois) da ‘Conservagao’, ‘Data’ e ‘Pomar’ sobre
0s parametros analisados

8.3.1. Interagéo ‘Conservagao’ versus ‘Data’

De seguida, apresenta-se o estudo da evolugdo dos parametros de qualidade e bioquimicos,
feito com base na interagao entre os fatores ‘Conservagao’ e ‘Data’. Para tal, foram utilizados dados de
todas as Conservacdes (dos 0 aos 225 dias), de ambas as datas (0 e 7) e de todos os pomares
(Bombarral, Mafra e Zambujeira). Os pomares foram analisados conjuntamente. Os resultados

apresentam-se na tabela 26 e figura 24.

Tabela 26 - Valores das médias e grupos de significancia obtidos apds a realizacéo dos testes de Tukey para a
relacd@o entre a interacao tipo de conservagao versus data e os restantes parametros analisados, para
‘Data’=(0,7) ‘Cons’=]0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ conjuntamente (n=60)

(;gg)s Firmeza Brix AT VitC Fendis PPO ADH
to 483 bc 11,75 cdefg 1,62 a 5,62 abc 150,56 cdefgh 1,46 f 1,10 h
t15-16 520 ab 12,05 abcde 1,57 ab 4,33 def 168,48 bcde 2,29 ef 1,81 fgh
t29-30 5,12 ab 11,48 defg 1,41 bc 4,10 f 140,40 fgh 2,45 def 4,02 cdef
ﬁ t50-63 518 ab 11,57 «cdefg 1,33 cd 4,22 ef 132,46 h 1,72 ef 2,07 efgh
< t78-01 557 a 11,39 efg 1,29 cde 1,28 g 182,57 ab 2,99 def 3,05 cdefgh
8 ti07-120 | 5,24 ab 11,20 g 134 cd 0,01 h 203,90 a 1,14 f 4,73 c
t141-154 5,38 ab 11,36 fg 1,12 e 5,18 abcde 142,67 efgh 1,84 ef 2,79 cdefgh
t162-175 539 ab 11,91 bcdef 1,19 de 4,28 ef 161,68 bcdefg 1,74 ef 8,50 b
1212225 520 ab 1165 «cdefg 1,16 de 5,71 ab 189,03 ab 3,57 cde 4,07 cdef
to 2,08 e 1247 abc 1,16 de 4,11 ef 140,19 fgh 3,43 cdef 0,84 h
t15-16 416 cd 12,35 abc 1,44 abc 4,34 def 172,71 bcd 243 def 3,35 cdefgh
t29-30 385 d 11,79 cdefg 1,37 [ 5,96 a 174,68 bc 3,16 def 11,08 a
'; t50-63 158 ef 12,15 abcd 1,42 bc 6,14 a 139,29 fgh 6,52 ab 4,32 cde
o t78-01 081 g 1248 ab 1,43 bc 560 abc 127,93 h 7,67 a 1,27 gh
a tio7120 | 0,84 g 12,58 ab 1,45 abc 4,93 bcdef 134,39 gh 6,63 ab 2,32 defgh
t141-154 090 fg 12,18 abc 1,32 c¢cd 531 abcd 126,17 h 522 bc 2,85 cdefgh
t162-175 0,62 g 12,60 a 1,37 c 5,13 abcde 146,71 defgh 4,26 «cd 4,63 cd
1212225 0,68 g 12,40 abc 1,32 cd 4,66 cdef 165,72 bcdef 7,46 a 3,57 cdefg

Nota - Foram comparadas a médias para diferentes tempos de conservagdo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=60 peras).
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De seguida, tracaram-se as linhas de tendéncia para cada um dos parametros, em funcéo da

‘Conservagao’ e com ‘Data’= 0 (azul) e 7 (vermelho). Os resultados apresentam-se abaixo.

TSS (° Brix)
Firmeza (kg/0,5cm?2)
13
6
5 _ 13
4 12
2 11
1
0 11
0 16 30 63 91 120 154 175 225 0 16 30 63 91 120154 175225
AT (g/L) Vitamina C (mg/L)
1,8 7
1,7 6
1,6 5
1,5 4
1,4 3
1,3 2
1,2 y = 0,0061x2 - 0,1201x + 1,7414 1
R? = 0,9169
1,1 0
0 16 30 63 91 120 154 175 225 16 30 63 91 120 154 175 225
Fendis (mg/L) PPO (OD/g MS)
200 8
| 7
180 ! 6
I
60 ' >
1 ' 4
140 ! 3
2
120 1
16 30 63 91 120 154 175 225 16 30 63 91 120 154 175 225
ADH (OD/g MS)
12
10
8
6
4
2 Data zero
0 Data sete

16 30 63 91 120 154 175 225
Figura 24 — Gréficos das linhas de tendéncia das médias dos parametros analisados ao longo do periodo de

conservagao, com base na interagédo entre ‘Data’ e ‘Conservagao’, para ‘Data’=(0,7), ‘Cons’=]0,225[ e ‘Pomar’ =
‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ conjuntamente (n=60).
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Relativamente a figura 24, podem salientar-se alguns aspetos. A firmeza mantém-se
relativamente estavel para a ‘Data’ 0, mas para a ‘Data’ 7 diminui de forma drastica sensivelmente a
partir dos 30 dias de conservacao. O Brix mantém-se muito estavel para ambas as datas, aumentando
muito ligeiramente, o que esta de acordo com as tabelas 22 a 25 (sobre ‘Data’).

A AT oscila um pouco na ‘Data’ 0, mas vai diminuindo residualmente. Ndo se compreende
porque é que a AT aumenta entre os 0 e 0s 16 dias, para 7 dias de prateleira. Este resultado pode estar
relacionado com o facto de no inicio do trabalho laboratorial a aluna ndo estar habituado a fazer as
titulacdes, e poderem ter ocorrido erros laboratoriais. Verifica-se que é vantajoso trabalhar os dados
em funcao da interacédo entre dois fatores, porque deste modo é possivel ver como a AT diminui ao
longo do tempo, e quando se fez a analise s6é em fungéo de ‘Data’ a AT parecia aumentar [tabelas 22
a 25 (sobre ‘Data’)].

A vitamina C oscila de forma muito irregular. Nao é possivel através dos valores obtidos afirmar
que existe uma tendéncia crescente ou decrescente significativa da vitamina C ao longo do tempo de
conservagdo , mas pode afirmar-se que para a ‘Data’ 0 a vitamina C parece diminuir até aos 120 dias
e depois aumenta a partir dai, sempre com algumas oscilagdes; e que para a ‘Data’ 7 a vitamina C
aumenta até aos 63 dias aproximadamente, e a partir desse ponto comeca a decrescer, com tendéncia
a estabilizar. Os dados relativos aos 91 e 120 dias de conservacao (para ‘Data’=0) devem ser olhados
com um espirito critico, uma vez que a vitamina C ndo deveria decrescer tanto. Este decréscimo pode
estar associado uma solucdo de DCPIP mais concentrada utilizada para estas remessas ou ao facto
de este ser um teste colorimétrico, e por isso, muito subjetivo e dependente da sensibilidade do
operador. Comparando os resultados obtidos neste estudo com os obtidos por Deuchande (2016),
verifica-se que a vitamina C evoluiu de forma diferente, porque no referido estudo, esta vitamina
decresce sempre, havendo um decréscimo mais acentuado a partir dos 45 dias de ‘Conservacéao’. Este
facto corrobora a explicagdo dada acima acerca da possibilidade de ocorréncia de erros laboratoriais
associados a subjetividade do método de determinag&o da vitamina C.

Os fendis oscilam de forma bastante irregular, mas parece haver um padrdo aparte da
variabilidade interna de cada amostra que se reproduziu: ha algum mimetismo entre as ‘Datas’0 e 7 e
verifica-se um aumento muito interessante entre os 91 e os 120 dias. Em ambos os casos os fenois
aumentam aproximadamente até aos 16 dias, depois decrescem até aos 63 dias, para depois
aumentarem (ligeiramente no caso da ‘Data’ 7 e fortemente para a ‘Data’ 0) até aos 120 dias,
diminuirem até aos 154 dias e aumentarem até ao Ultimo periodo medido, os 225 dias. Deuchande
(2016) realizou um estudo muito semelhante e obteve resultados muito semelhantes aos apresentados
neste trabalho. Como se pode verificar na figura 24, no grafico da esquerda, também aqui os fendis
diminuem entre os 0 e os 40 dias (esta é uma comparacéo apenas entre ‘Data = 0, porque Deuchande
(2016) ndo estudou o comportamento dos fendis para ‘Data’ = 7), apresentam um pico perto dos 120
dias e decrescem dos 120 dias até aos 160 dias (a escala € diferente, mas neste estudo também ocorre
este decréscimo entre os 120 e 160 dias). O decréscimo inicial dos fendis pode estar associado a
utilizac&o destes como substrato de oxidacdo para a PPO (Veltman et al., 1999a) e o posterior aumento,

pode eventualmente relacionar-se com a reciclagem de vitamina C. O subsequente aumento da
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vitamina C ird depois permitir a prote¢do dos fendis, contribuindo para o seu aumento. Esta teoria nao

foi comprovada por nenhum estudo cientifico, mas é uma hip6tese possivel.

IHED=4‘| [HsD =022

404

Total phenolics (mg GAE 100 g FW)
w
8
//r
<
PPO activity (Ua mg"' protein)
w
\
\
/P

] 40 80 120 160 0 40 80 120 160
Time (days) Time (days)

Figura 25 — Gréficos relativos a evolugdo do teor de fendis totais (esquerda) e da enzima PPO (direita) ao longo
do tempo de ‘Conservacgéao’. Estes graficos foram retirados do estudo de Deuchande (2016), com vista a comparar
os resultados obtidos nesta tese com resultados de outro autor. Os pontos preenchidos a negro séo os Unicos que
interessam como termo de comparagao, porque sao os que se referem ao estudo feito nas mesmas condic¢des que
este (ACD). Este estudo refere-se apenas a ‘Data’ 0. Fonte: Deuchande (2016).

A atividade da enzima PPO oscila bastante, dentro de valores elevados, para a ‘Data’ 7 e oscila
dentro de valores mais baixos para a ‘Data’ 0. O aumento muito significativo desta enzima entre ‘Datas’
deve-se ao aumento da atividade das peras ap6s a saida da camara. E de notar o paralelo que existe
novamente entre a evolu¢éo da atividade da PPO ao longo do tempo neste estudo e no de Deuchande
(2016). Em ambos os casos (comparando sempre apenas ‘Data’ = 0), existe um pico para os 90 dias
aproximadamente, um decréscimo até aos 120 dias e um aumento continuo a partir desse ponto (ver
figuras 22 e 23). Pode observar-se igualmente, com o auxilio dos tracejados a azul claro e laranja da
figura 22 nos graficos dos fenois e PPO, que quando a atividade da PPO aumenta, os fendis diminuem,
e vice-versa, para a ‘Data’=7. O mesmo n&o se verifica para ‘Data’=0 porque as peras tinham saido ha
muito pouco tempo da camara, e provavelmente ainda ndo possuiam atividade suficiente para
apresentar diferencas relevantes.

Por ultimo, a enzima ADH, que deveria manter a sua atividade aproximadamente constante,
oscila de forma significativa entre as ‘Datas’ e entre as ‘Conservagdes’. Contudo, estas variagdes séo
muito irregulares. Nao é possivel afirmar claramente que a atividade da ADH cresce ou decresce com
o tempo; contudo, para ‘Data’= 0, a linha de tendéncia parece evidenciar um ligeiro aumento da ADH
ao longo da ‘Conservacgao’. Como jéa foi referido, durante o armazenamento em ACD, a respiracéo deixa
de ser aerébia para ser predominantemente anaerébia, devido a falta de oxigénio (Chervin et al., 1996;
Kimmerer e MacDonald, 1987). Com base neste facto, Deuchande et al. (2012) desenvolveu um estudo
em pera ‘Rocha’ e ‘Blanquilla’ onde conclui que a fermentacgao (portanto, valores elevados de ADH)
pode ser um factor subjacente ao acastanhamento interno. Esta relagéo é fruto dos metabolitos téxicos
que se formam durante a fermentacgéo e cuja acumulacgéo pode afetar a fluidez e difusividade dos gases
no interior dos frutos, danificando assim as membranas (Chervin et al., 1996; Kimmerer e MacDonald,

1987). O acastanhamento interno podera ocorrer como consequéncia do contacto entre PPO e fendis,
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originado pela perda de integridade das membranas. No ponto 8.6. ira fazer-se um paralelo entre estes

dados da ADH e as ocorréncias de acastanhamento interno verificadas para cada pomar.

8.3.2. Interagao ‘Conservag¢ao’ versus ‘Pomar

Apresenta-se agora o estudo da evolugcdo dos parametros de qualidade e biogquimicos feito
com base na interacdo entre os fatores ‘Conservacéo’ e ‘Pomar’. Para tal, foram utilizados dados de
todas as Conservacdes (dos 0 aos 225 dias), de todos os pomares (Bombarral, Mafra e Zambuijeira),
mas apenas da ‘Data’ 0. Utilizam-se dados apenas relativos a ‘Data’ 0 para se poder verificar quais sao
0s pomares cujos frutos possuem maior qualidade a saida da cAmara para tempos de ‘Conservagao’
elevados. Os resultados apresentam-se nas tabelas 37 e 38 do anexo IV.

Com base nas tabelas 37 e 38, construiu-se a figura 26, que facilita a interpretacdo dos
resultados.

Firmeza Brix

;: /\/\_/\ N P ——
55 >

45 /AM

3,5
0 16 30 63 91 120 154 175 225 0 16 30 63 91 120 154 175 225
Conservacao (dias)
AT Vitamina C
2,0 8
2 =
Ls R? = 0,9582 6 ﬁ(\
R2 = 0,8825 4
1,0 = 2
05 R? = 0,606 0
’ 0 16 30 63 91 120 154 175 225 0 16 30 63 91 120 154 175 225
Conservacao (dias) Conservacéo (dias)
Fendis PPO
290 10
240 8
6
190 /\
4
140 2
90 0 -
0 16 30 63 91 120 154 175 225 0 16 30 63 91 120 154 175 225
Conservagao (dias) Conservacgao (dias)
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25
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0 P

0 16 30 63 91 120 154 175 225
Conservacao (dias)

“igura 26 — Graficos das médias dos parametros analisados ao longo do periodo de conservagéo, com base na
nteracdo entre ‘Pomar e ‘Conservagao’, para ‘Data’=(0,7 conjuntamente), ‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’
e ‘Bom’ (n=1038)

Este estudo permite saber quais 0os pomares que possuem os frutos que mantém melhor
qualidade ao longo do tempo de conservacdo. Em termos de firmeza, um dos parédmetros mais
importantes para a manutengao da qualidade dos frutos, o pomar melhor para tempos de ‘Conservagao’
prolongados é o da Zambujeira, e o pior é o de Mafra. Uma central fruteira pode, ao olhar para estes
dados, decidir, por exemplo, vender primeiro todos os frutos do pomar de Mafra, depois os do
Bombarral, e deixar para ultimo os da Zambujeira.

Relativamente ao TSS, o pomar que sofreu um maior decréscimo com o tempo de
‘Conservacao’ foi o pomar do Bombarral. Os dois restantes nao apresentaram diferencgas significativas.

O pomar que perdeu mais acidez com o decorrer do tempo foi o de Mafra. Estes dados séo
consistentes com o facto de este ter sido também o pomar que perdeu mais firmeza, apontando para
que tenha sido aquele onde houve maior taxa de respiracdo, ou seja, aquele que mais degradacgéo
sofreu.

A vitamina C e a ADH n&o mostraram nenhum padrdo de comportamento significativo. Pelo
contrario, os fenodis e a PPO demonstraram. O pomar no qual os fendis se mantiveram mais elevados
foi 0 da Zambujeira, o que poderd relacionar-se com o facto de este ter sido um dos que apresentou
menos acastanhamento interno (ver ponto 8.5.) e o pomar que manteve valores de PPO mais elevados
foi o do Bombarral.

Por dltimo, é de referir que foi possivel ajustar um modelo para calcular a evolugdo da AT ao
longo do tempo de ‘Conservagao’, para ‘Data’=0 e para os pomares da Zambujeira (R?=96%) e do
Bombarral (R?=88%). A equacéo relativa ao pomar da Zambujeira é: [y = -0,0721x + 1,8623] e a do
pomar do Bombarral é: [y = 0,0101x2 - 0,1589x + 1,915]. Com estes modelos, é possivel estimar qual

a AT de uma pera de determinado pomar, apdés um dado periodo de ‘Conservagao’ em camara ACD.

8.3.3. Interagao ‘Data’ versus ‘Pomar’

De seguida, apresenta-se 0 estudo da evolucao dos parametros de qualidade e bioquimicos,
com base na interagao entre os fatores ‘Pomar e ‘Data’. Para tal, foram utilizados dados de todas as
Conservacdes (dos 0 aos 225 dias), de ambas as datas (0 e 7 separadamente) e de todos os pomares
(Bombarral, Mafra e Zambujeira). Os pomares foram analisados também separadamente. Os

resultados apresentam-se na tabela 27 e figura 27.
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Tabela 27 - Valores das médias e grupos de significancia obtidos apds a realiza¢do dos testes de Tukey para a
relagdo entre a interag@o pomar versus data e os restantes parametros analisados, para ‘Data’=(0,7)
conjuntamente, ‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ conjuntamente (n=180)

Pomar Firmeza Brix AT VitC Fenodis PPO ADH
Q@ Bom 6,00 a 10,75 d 144 b 360 d 144,12 cd 4,14 c 552 a
% Ma 459 ¢ 1201 b 1,07 ¢ 357 d 152,00 c 1,81 d 245 d
=) Zam 512 b 1203 b 150 b 441 c¢ 19445 a 044 e 275 cd
i Bom 189 d 1161 c¢ 147 b 487 bc 144,48 cd 7,49 a 461 ab
% Ma 1,13 e 1261 a 1,13 ¢ 507 b 13151 d 5,82 b 3,83 bc
[a Zam 214 d 12,71 a 158 a 573 a 17037 b 2,68 d 3,72 bcd

Nota - Foram comparadas as médias ao longo do tempo (de cada coluna). Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, com a = 5% (n=180 peras).

Para o caso da interagao ‘Data’ versus ‘Pomar’, nao faz sentido calcular os valores de F e de
R2 para o ajustamento linear das médias de cada um dos parametros, uma vez que apenas haveriam
dois pontos para cada ajustamento, o que originaria uma recta, com R2?=1, o que ndo faria sentido.
Deste modo, omitiu-se esta parte e apresentam-se de seguida, na figura 27, as linhas de tendéncia
das médias dos parametros analisados, para que se torne mais perceptivel qual a evolugdo dos

parametros em fungéo da ‘Data’, para cada ‘Pomar’.

Firmeza Brix .
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Figura 27 - Linhas de tendéncia das médias dos parametros analisados ao longo do periodo de conservagao,
com base na interagdo entre ‘Data’ e ‘Pomar’, para ‘Data’=(0,7), ‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bonv’
separadamente (n=180)
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Através da analise da analise da tabela 27 e figura 27, pode-se concluir que existem algumas
tendéncias estatisticamente significativas para a evolugéo dos parametros analisados, entre os 0 e 0s
7 dias de prateleira. Considera-se estatisticamente significativo que as firmezas diminuam entre a ‘Data’
0 e 7 se, para cada pomar, as letras respeitantes a ‘Data’ 0 e 7 forem diferentes (tabela 27). As
tendéncias reveladas foram a diminuicdo da firmeza, o aumento do TSS, vitamina C e atividade da
PPO, a diminuicdo da atividade da ADH para o pomar do Bombarral e aumento para os dois outros
pomares, a manutengdo da AT em todos 0s casos menos para a Zambujeira, em que se registou um
aumento, e a manutencao dos fendis para o Bombarral, e diminuigdo para a Zambujeira e Mafra. A
situagdo menos expectavel € o aumento da AT para o pomar da Zambujeira, porque esta deveria

diminuir com o tempo para todos os casos (Hobson, 1994).

8.4. Efeitos conjugados da ‘Conservagao’, ‘Data’ e ‘Pomar’ sobre os
parametros analisados

8.4.1. Interacdo ‘Conservagao’ versus ‘Data’ versus ‘Pomar’

Por ultimo, apresenta-se o estudo da evolucao dos pardmetros de qualidade e bioquimicos,
com base na interac&o entre todos os fatores: ‘Conservagao’, ‘Data’ e ‘Pomar’. Para tal, foram utilizados
dados de todas as Conservagfes (dos 0 aos 225 dias), de ambas as datas (0 e 7) e de todos os
pomares (Bombarral, Mafra e Zambujeira) e foi testado o pressuposto da homogeneidade das
variancias, através de graficos gqgplot. Os resultados apresentam-se na figura 28.

Normal Q-Q Normal Q-Q Normal Q-Q Normal Q-Q

Standardizec residuals
5 0 5
I

3 2 4 0 1
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Theoretical Quantiles
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Figura 28 — Graficos qgplot para cada fator: (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respetivamente, a
firmeza, Brix, AT, vitamina C, fenéis, PPO e ADH.
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Esta analise faz-se através da observacao de cada grafico: caso os pontos estejam sobre a
“reta da normalidade”, valida-se o pressuposto, caso hajam desvios relevantes, ndo se pode validar.
Na figura 28 pode observar-se como em todos os graficos ha muitos pontos que ndo seguem a reta da
normalidade, pelo que ndo se pode validar o pressuposto da homogeneidade das variancias. Contudo,
dado o interesse desta andlise, e o facto de autores como Glass et al., 1972 e Harwell et al., 1992
defenderem a validade de estudos em que ha heterogeneidade de variancias (ver pagina 35), esta
analise a trés fatores sera feita. E essencial ter em consideracéo as limitacbes deste estudo, mas a sua
importancia para analisar a evolucéo dos parametros em termos tedricos e a inexisténcia de um método
ndo-paramétrico que me permita fazer a anélise das variancias a trés fatores impele a sua realizagdo.
Os resultados dos testes de Tukey a trés fatores apresentam-se nas tabelas 43 a 45 do anexo V. Foram
também tracados os graficos relativos a esta informacéao, para facilitar a interpretacdo. Os resultados

apresentam-se nas figuras 29 a 35

Firmeza
8
6 Bom O
4 _— Ma 0
Zam 0
2 Bom 7
I Ma 7
0 Zam 7
0 16 30 63 91 120 154 175 225

Figura 29 - Gréfico das linhas de tendéncia das médias das firmezas analisadas ao longo do periodo de
conservagao, com base na interagdo entre ‘Data’, ‘Conservagéo’ e ‘Pomar’, para ‘Data’=(0,7), ‘Cons’=[0,225[ e
‘Pomar’ = Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20).

Brix
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11
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0 16 30 63 91 120 154 175 225

Figura 30 - Grafico das linhas de tendéncia das médias dos TSS analisados ao longo do periodo de
conservagao, com base na interagdo entre ‘Data’, ‘Conservacgéo’ e ‘Pomar’, para ‘Data’=(0,7), ‘Cons’=[0,225[ e
‘Pomar’ = Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20).
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Figura 31 - Gréfico das linhas de tendéncia das médias dos valores de acidez titulavel analisados ao longo do
periodo de conservagéo, com base na interagéo entre ‘Data’, ‘Conservagao’ e ‘Pomar’, para ‘Data’=(0,7),

‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20).
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0 16 30 63 91 120 154 175 225

Figura 32 - Gréfico das linhas de tendéncia das médias dos valores de vitamina C analisados ao longo do
periodo de conservagdo, com base na interagéo entre ‘Data’, ‘Conservagao’ e ‘Pomar’, para ‘Data’=(0,7),
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‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20).
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Figura 33 - Gréfico das linhas de tendéncia das médias dos valores de fendis analisados ao longo do periodo de
conservagao, com base na interagéo entre ‘Data’, ‘Conservagao’ e ‘Pomar’, para ‘Data’=(0,7), ‘Cons’=[0,225[ e

‘Pomar’ = Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20).
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Figura 34 - Grafico das linhas de tendéncia das médias dos valores da atividade da enzima PPO analisados ao
longo do periodo de conservagéo, com base na interagéo entre ‘Data’, ‘Conservagéo’ e ‘Pomar’, para
‘Data’=(0,7), ‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20).
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Figura 35 - Gréfico das linhas de tendéncia das médias dos valores da atividade da enzima ADH analisados ao
longo do periodo de conservagéo, com base na interagéo entre ‘Data’, ‘Conservagéo’ e ‘Pomar’, para
‘Data’=(0,7), ‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20).

Esta analise a trés fatores permite tirar, entre outras, conclusées acerca de qual é o ‘Pomar’
com melhor desempenho, tendo em conta periodos de ‘Conservagédo’ elevados, apds 7 dias de
prateleira (‘Data’). O pomar com melhor desempenho para ‘Conservagoes’ prolongadas e tempos de
prateleira (‘Datas’) elevados é, para todas as situagdes, o pomar da Zambujeira, excepto para a
vitamina C que é o pomar do Bombarral. A atividade da PPO néo foi analisada porque o facto desta ter
um valor maior ou menor ndo esta diretamente associado a qualidade dos frutos. Este € um parametro
mais complexo, para o qual ndo faz sentido fazer esta andlise. Também ndo se fez a andlise da
atividade da ADH porque importa mais a evolu¢cdo da mesma do que o seu valor final e porque este
parédmetro e a PPO nédo sao valorizados pelo consumidor (ao contrario dos pardmetros relacionados
com a textura e sabor — firmeza, TSS e AT — ou com a qualidade ou salde — fendis e vitamina C).

E de notar que, relativamente aos fendis, o pomar da Zambujeira apresenta valores claramente
superiores para ambas as ‘Datas’ e que o pomar de Mafra apresenta os valores mais baixos,
especialmente para a ‘Data’ 7.

Como se vera no ponto 8.5., alguns parametros parecem estar relacionados com o nimero de

peras afetadas pelo acastanhamento interno. Isto acontece para os parametros da firmeza e da ADH.
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No caso da firmeza, parece haver uma relagdo para ‘Zam7’: € quando a firmeza dos frutos comega a
decrescer baixo de determinado nivel que comeca a aparecer acastanhamento interno. No caso da
ADH, parece existir uma relagédo para ‘Zam7’ e para ‘Ma7’: em ambos 0s casos, comeca a aparecer
acastanhamento interno pouco tempo (dias) depois de terem hipoteticamente ocorrido fenémenos de
fermentacdo. Isto vai de encontro ao estudo de Deuchande (2016), onde se concluiu que a fermentacao
poderia ser um factor subjacente ao acastanhamento interno. Apesar da aparente solidez desta relacgéo,

€ importante voltar a realcar, as limitag6es estatisticas deste estudo.

8.5. Monitorizag&o do desenvolvimento de acastanhamento interno e
guantificacao da incidéncia e severidade do mesmo

8.5.1. Monitorizagdo do desenvolvimento de acastanhamento interno
De seguida, foi estudada a evolucdo do aparecimento de acastanhamento interno ao longo do

tempo de conservacgao, para cada pomar e para as ‘Datas’ 0 e 7, em termos numéricos. Os resultados
apresentam-se nas figuras 36 a 38.

Evolugéo do nimero de peras com Al ao Evolugdo do nimero de peras com Al ao
longo do periodo de conservagéo, para o longo do periodo de conservacgao, para o
pomar do Bombarral e Data=0 (n=180) pomar do Bombarral e Data=7 (n=159)
< <
c 10 s 10
o o
o o
8 5 2 1 8 5 0
(3] 3]
s 0 s 0
z 0 20 34 63 91 120 154 175 181 z 0 20 34 63 91 120 154 175 181

Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 36 - Evolugcdo do numero de peras com acastanhamento interno ao longo do periodo de conservagéo,
para o ‘Pomar’ do Bombarral, para as ‘Datas’ 0 e 7.

Evolugdo do nimero de peras com Al ao

longo do periodo de conservag&o, para o Evolugdo do nimero de peras com Al ao
pomar de Mafra e Data=0 (n=180) longo do periodo de conservagéo, para o
pomar de Mafra e Data=7 (n=179)
14

2 12 13 . 1‘2‘
g 6 6 2
;S'i 4 g 4
Z 2 2 z 2
0 ——6—6—6—0 0

0 20 34 63 91 120 154 175 181 0 20 34 63 91 120 154 175 181

Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 37 - Evolugdo do niumero de peras com acastanhamento interno ao longo do periodo de conservagéo,
para o ‘Pomar’ de Mafra, para as ‘Datas’ O e 7.
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Evolugéo do nimero de peras com Al ao
longo do periodo de conservagéo, para o
pomar da Zambujeira e Data=0 (n=180)

Evolugdo do nimero de peras com Al ao
longo do periodo de conservacgéo, para o
pomar da Zambujeira e Data=7 (n=160)

3 0 0

N° peras com Al
~

N° peras com Al
~

0 20 34 63 91 120 154 175 181 0 20 34 63 91 120 154 175 181
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 38 - Evolugao do nimero de peras com acastanhamento interno ao longo do periodo de conservagao,
para o ‘Pomar’ da Zambujeira, para as ‘Datas’ 0 e 7.

Estes gréficos revelam, em primeiro lugar, que o acastanhamento interno apareceu quase
exclusivamente no pomar de Mafra. O pomar da Zambujeira teve apenas trés peras com
acastanhamento interno, todas elas com 63 dias de conservacao e para a ‘Data’ 0, e o pomar do
Bombarral teve também apenas trés peras com acastanhamento interno, duas para os 120 dias e uma
para os 225 dias, ambas da ‘Data’ 0. O facto de terem sido encontradas estas seis peras nestas ‘Datas’
e dias de ‘Conservacgao’ especificos ndo sdo, contudo muito relevantes, uma vez que a amostragem
era pequena (20 peras de cada lote), o que torna a variabilidade amostral relevante.

Relativamente ao pomar de Mafra ndo se verifica 0 mesmo. Uma vez que neste caso foram
encontradas varias peras com acastanhamento interno, ja é possivel fazer uma analise do nimero de
peras afetadas por lote. Pode constatar-se que o niumero de peras afetadas pelo acastanhamento
interno comecgou a aumentar a partir dos 90 dias (3 meses),aproximadamente. A partir dai continuou
a evoluir de forma crescente para a ‘Data’ 0 e 7, mas para a ‘Data’ 7 este apresentou muitas oscilagdes.
Estas oscilagbes tém a ver com a variabilidade interna de cada amostra. Uma vez que existem
evidéncias que a ‘Conservacdo’ foi bem feita, o acastanhamento interno deveria aumentar muito
ligeiramente ou manter-se ao longo do tempo. Contudo, as peras ndo estdo completamente inativas,
possuem atividade metabdlica residual, razdo pela qual a percentagem de Al vai aumentando ao longo
do tempo.

No gréfico da figura 37, relativa a Mafra, é possivel ver como o nimero de peras afetadas pelo
Al aumenta gradualmente com o tempo. O nimero de frutos afetados pelo acastanhamento interno
apos 225 dias de ‘Conservagao’ para a ‘Data’ 0 é de 29 peras, € para a ‘Data’ 7 é de 27 peras. Para o
pomar de Mafra, a percentagem de frutos afetados pelo Al ao longo de 225 dias de ‘Conservagao’ é
dada por:

(29+27

= " ) x100% = 169
180+179)>< 00% = 16%

Isto significa que, em cada 100 peras do pomar de Mafra, 16 foram afetadas pelo Al, de

acordo com esta amostragem.
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8.5.2. Quantificacdo da severidade do acastanhamento interno

Foi estudada a evolucédo da severidade do acastanhamento interno para cada ‘Pomar’ ao longo

do tempo de ‘Conservacgao’ e para cada ‘Data’. Os resultados apresentam-se na tabela 28 e figura 39.

Tabela 28 — Severidade do acastanhamento interno, calculada com base nas médias das areas afetadas por
este problema, para cada fruto

Bombarral Mafra Zambujeira
Conservagao 0 n 7 n 0 n 7 n 0 n 7 n
to
t15-16
t29-30
t50-63 1 5%
t78-01 % 3
t107-120 9% 2 1 7% 2
t141-154 %//// 6% 3 4% 2
t162-175 3% 2 11% 2
t212-225 2% 1 | 6% 3 6% 3

12%

9%
Bom 0
6%

Ma 0

Ma 7
3%

Zam 0

AN

Figura 39 — Linhas de tendéncia da evolucéo da severidade do acastanhamento interno para cada pomar, ao
longo do tempo de conservacao e retas de regressao respetivas.

0%

Um dos objetivos da construgcéo da tabela 28 foi tornar o acastanhamento interno uma variavel
continua. Este deixou de ser representado por ‘0’ (pera ndo afetada) ou ‘1’ (pera afetada) para tomar
valores continuos, de areas. Esta transformacgéo permitiu a realizagéo de testes estatisticos ao Al em
funcao de outros fatores, como se vera no ponto 8.6. deste trabalho.

O segundo objetivo da construcéo da tabela 28 e figura 39 era verificar se existiria alguma
tendéncia evolutiva do nimero de peras afetadas pelo acastanhamento interno ao longo do tempo de
‘Conservagao’. Para os pomares do Bombarral e Zambuijeira, foi impossivel tirar quaisquer conclusoes,
dado o reduzido numero de peras afetadas. No caso do pomar de Mafra, para a ‘Data’ 0 também nao
foi possivel tirar conclusbes solidas, dadas as oscilagdes verificadas. Apenas para a ‘Data’ 7 do pomar
de Mafra parece haver uma tendéncia ligeiramente crescente da severidade (area afetada) do
acastanhamento interno com o tempo de ‘Conservacao’. Isto pode significar que a severidade do
acastanhamento interno aumenta na ‘Conservacgao’, revelando-se com o tempo de prateleira. Nao se

pode esquecer, no entanto, que esta analise ndo é estatistica, € meramente visual.
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8.6. Relagc&o entre o acastanhamento interno e os parametros medidos

Foi estudada a existéncia de relacfes entre o aparecimento de acastanhamento interno e os
sete pardmetros medidos (firmeza, Brix, AT, fendis, vitamina C, atividade da PPO e atividade da ADH),
os diferentes pomares (‘Pomar’), os tempos de prateleira (‘Data’) e os periodos de conservacéo
(‘Conservagao’).

Uma vez que o nimero de peras com acastanhamento interno se verificou muito menor do que
0 numero de peras sem acastanhamento interno (delineamento desequilibrado) , ndo se cumpriu o
pressuposto da normalidade, e por isso foi necessario utilizar um método ndo paramétrico para este
estudo. O método escolhido foi 0 método de Kruskal-Wallis (Kruskal e Wallis, 1952).

Os pressupostos necessarios para a aplicacdo deste teste sdo: 1) todas as amostras sao
aleatdrias e independente e 2) a variavel dependente é continua. O primeiro pressuposto verifica-se
pela forma como as amostras foram recolhidas e tratadas em laboratério. O segundo pressuposto nao
se verifica para a ocorrencia ou ndo de acastanhamento interno, pois este apenas assume os valores
0 (sem Al) e 1 (com Al). Deste modo, foram utilizadas as médias das é&reas afetadas pelo
acastanhamento interno em cada lote de peras (ver tabela 28 pagina 64) e os valores de “1” foram
substituidos pela média do respetivo lote. Deste modo, o acastanhamento interno passou a assumir
valores continuos. Os resultados relativos a realizacao dos testes de Kruskal-Wallis apresentam-se na
tabela 29.

Tabela 29 - Resultados dos testes de Kruskal-Wallis para cada parametro

Teste de Kruskal-Wallis P-value Conclusao
Al ~ Pomar 2,2x10°16 Fortemente relacionados
Al ~ Data 0,4967 N&o se relacionam significativamente
Al ~ Cons 3,2x10°13 Fortemente relacionados
Al ~ Massa do fruto 9,1x10°13 Fortemente relacionados
Al ~ Firmeza 6,6x10 Fortemente relacionados
Al ~ Brix 0,1407 N&o se relacionam significativamente
Al ~ AT 1,3x10°14 Fortemente relacionados
Al ~ Vitamina C 0,02468 Ligeira relacéo
Al ~ Fenobis 0,3395 N&o se relacionam significativamente
Al ~ PPO 0,7641 N&o se relacionam significativamente
Al ~ ADH 0,2087 N&o se relacionam significativamente

Nota - Quando o p-value é menor do que 0,05, significa que existe uma diferenca significativa no respetivo parametro, em pelo
menos um dos lotes.

Os resultados da tabela 29 revelaram que os fatores ou pardmetros que estédo relacionados
com a incidéncia e severidade do acastanhamento interno s&o o ‘Pomar’, o tempo de ‘Conservagéo’, o
‘Massa do fruto’, a ‘Firmeza’, a ‘Acidez titulavel’ e a ‘Vitamina C’. Estes pardmetros podem ser
agrupados em quatro grupos de causalidade: o grupo da ‘perda de firmeza’, o grupo do ‘tempo de
conservacgao elevado’, o grupo dos ‘calibres elevados’ e o grupo da ‘agéo protetora da vitamina C’.

O grupo da ‘perda de firmeza’ inclui os fatores ‘Pomar’ e ‘Firmeza’, uma vez que a principal

diferenca revelada entre pomares foi a discrepancia de firmezas e nimero de peras afetadas pelo
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acastanhamento interno, entre Mafra e os restantes pomares. A relagao que existe entre a ‘Firmeza’
(e, pela mesma razao, entre ‘Pomar’) e o acastanhamento interno tem a ver com a perda de integridade
das membranas, que leva ao contacto entre fendis e PPO, provocando a acumulacéo de melaninas e
0 aparecimento de acastanhamento interno (Veltman, 2002). As diferencas reveladas entre pomares
podem ter a ver com diversos fatores, tais como o solo (Almeida, 2017), a localizacdo do pomar
(Ferguson et al, 1999), adubacg®es de potassio, fésforo, calcio, boro, azoto, magnésio, etc (Neuwald, et
al., 2014, Broadley et al., 2012 e Xuan, et al., 2001). Nas tabelas 3 a 8 podem encontrar-se muitas das
razBes que levam os pomares a comportar-se de forma diferente em relacdo ao acastanhamento
interno. Um dos principais fatores que pode ter contribuido para as diferengas encontradas entre
‘Pomares’, é a data de colheita. Zerbini et al (2002) concluiram que a taxa de perda de AA em peras é
mais elevada em frutos de colheita tardia, o que propicia o aparecimento de acastanhamento interno.
O pomar de Mafra foi colhido a 23 de agosto, enquanto o do Bombarral foi colhido dia 8 de agosto e o
da Zambujeira dia 10. Deste modo, o fator data de colheita, pode estar implicitamente expresso no
‘Pomar’.

O grupo do ‘tempo de conservagao elevado’ inclui os fatores ‘Conservagéao’ e ‘AT . A AT inclui-
se neste grupo de causalidade porque a sua relacdo com o acastanhamento interno ndo se deve
diretamente ao teor em &cidos das peras, mas sim ao facto de a AT ser um parametro fortemente
relacionado com a ‘Conservacgio’. A relacao do acastanhamento interno com a ‘AT’ deve-se ao facto
de, neste estudo, a ‘AT’ acabar por funcionar como um preditor da ‘Conservacao’. A razao pela qual
este problema fisiol6gico aumenta para tempos de ‘Conservacao’ elevados tem a ver com o facto dos
frutos estarem muito tempo numa atmosfera pobre em O: e rica em COz2, e este ambiente anaerdbio
poder desencadear fenbmenos de fermentacdo nos quais se acumulam metabolitos toxicos, que
afetam a integridade das membranas e propiciam o aparecimento de Al (Nicolas et al.,, 1994 e
Deuchande, 2016). O facto de a ‘ADH’ ter relevado ndo ter uma relagdo significativa com o
acastanhamento interno no teste de kruskal-wallis, ndo significa necessariamente que o referido acima
sobre a acumulagado de metabolitos fermentativos ndo seja valido, porque valores elevados de ‘ADH’
apenas se irdo converter numa maior percentagem de acastanhamento interno alguns dias depois, pelo
que o valor do p-value apresentado acima para a ‘ADH’ pode ndo significar que os metabolitos
fermentativos ndo tenham influéncia no aparecimento de acastanhamento interno (Pint6 et al., 2001 e
Deuchande, 2014). O mesmo se verifica para os ‘Fenois’ e ‘PPO’.

O grupo dos ‘calibres elevados’ inclui apenas o fator ‘Massa do fruto’, que é um preditor do
calibre de um fruto. A relacdo deste fator com o acastanhamento interno prende-se com o facto de,
para frutos de maior calibre, haver menor difusividade dos gases no interior da polpa, o que pode gerar
metabolitos fermentativos que afetam as membranas, favorecendo o aparecimento do problema
(Chervin et al., 1996; Kimmerer e MacDonald, 1987).

Por dltimo, o grupo da ‘agdo protetora da vitamina C’. Este grupo também inclui apenas um
fator, a ‘Vitamina C’. A sua relagdo com o acastanhamento interno tem a ver com o facto de, quanto
mais ‘Vitamina C’ tiver um fruto, mais poder antioxidante havera para reduzir as o-quinonas novamente

a o-difendis, evitando a formacao posterior de melaninas e o aparecimento de acastanhamento interno
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(Waskiewicz et al., 2014, Bhattacharjee, 2010 e Kocsy et al., 2001). No caso do ‘Brix’ e ‘Data’, ndo
existe realmente relacgéo significativa, ao nivel de significancia de 0,05.

Pereira (2017) nao verificou a existéncia de nenhuma relacao entre os parametros bioguimicos
analisados e o aparecimento de acastanhamento interno. Contudo, esta diferenca é natural, dado o

namero muito reduzido de peras com acastanhamento interno analisadas por esta autora.
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9. Concluséao

Esta tese procurou responder essencialmente a trés questdes. A primeira, relacionada com
a forma como alguns parametros de qualiade (firmeza, TSS e AT) e alguns parametros bioquimicos
(vitamina C, fendis e as atividades das enzimas PPO e ADH) variam com o tempo de conservagéo, o
tempo de prateleira, e com diferentes localizacdes e gestdo de pomares. Foi possivel concluir que a
‘Conservagao’ em camara foi corretamente executada, uma vez que os frutos mantiveram quase todos
0s parametros praticamente inalterados dos 0 aos 225 dias. Contudo, ap0s sete dias de prateleira a
temperatura ambiente, a resposta dos frutos com mais tempo de camara mostrou ser mais vincada em
relacdo aos frutos a saida da camara. Isto aconteceu para todos os fatores, mas especialmente para a
firmeza do pomar de Mafra, a partir aproximadamente dos 30 dias de conservacdo. Também foram
visiveis algumas tendéncias com o aumento do tempo de ‘Conservagao’ e para 7 dias de prateleira,
nomeadamente ao nivel do TSS que aumentou, os fendis que diminuiram e a AT, e atividadeas da PPO
e ADH que aumentaram. A vitamina C, dentro de muitas oscilagbes, também pareceu aumentar, mas
ndo foi dado muito relevo a esta andlise porque o método de obten¢cdo dos dados é um método
colorimétrico, e portanto subjetivo. O facto do estudo ter sido feito com apenas 20 peras de cada lote
dificultou muito as analises estatisticas, porque na maioria dos casos ndo foi possivel validar os
pressupostos necessarios a realizacdo dos testes estatisticos. Tiraram-se conclusdes acerca dos
pomares com melhor desempenho agronémico e qualitativo, tendo em conta periodos de
‘Conservagao’ elevados, apos 7 dias de prateleira (‘Data’). O melho pomar foi o da Zambujeira. Esta
conclusdo é uma das mais importantes que se pode tirar deste estudo, porque os agricultores, as
centrais fruteiras e as empresas de retalho pretendem alargar ao maximo o periodo de venda de pera

‘Rocha’, ao longo do maximo tempo possivel de prateleira, mantendo a boa qualidade dos frutos.

Na segunda questao, pretendia-se monitorizar o desenvolvimento e quantificar a incidéncia e
severidade do acastanhamento interno e relaciona-lo com os parametros avaliados em laboratério.
Quanto a incidéncia deste problema, verificou-se que os pomares Bombarral e Zambujeira apenas
tiveram 3 frutos afetados cada um, em todos os lotes. Contrariamente, no pomar de Mafra houve 56
frutos encontrados com acastanhamento interno, para todos os lotes, o que significa que 16% dos frutos
de Mafra foram afetados por este problema, de acordo com a amostra recolhida. Esta diferenca esti
fortemente relacionada com a reduzida firmeza dos frutos de Mafra, que foram colhidos mais tarde do
que os dos restantes pomares. Verificou-se ainda que ndo houve nenhum aumento claro da severidade
do acastanhamento interno ao londo do periodo de ‘Conservagao’, mas aparentemente o tempo de
prateleira contribui para aumentar a area afetada por este problema fisiol6gico. No entanto, estes dados
tém uma validade limitada, porque ndo foram corroborados por nenhum teste estatistico, e porque nao
foram tiradas fotografias a todas as peras afetadas, mas apenas a uma amostra reduzida, que foi usada
para quantificar o grau de severidade do acastanhamento. Sugere-se também que o acastanhamento
interno esta fortemente relacionado com a perda de firmeza dos frutos, com os diferentes pomares,

com o tempo de conservacdo, com o calibre dos frutos e com a a¢éo da vitamina C.

68



Por dltimo, o terceiro objetivo desta tese consistia em fornecer os dados necessarios para o
desenvolvimento do projecto RMPPrA-PeRA. Cabera agora as entidades respetivas articular os
resultados obtidos neste trabalho com os resultados da RMN, por forma a estabelecer alguma relacdo
fundamentada.

Por dltimo, propdem-se algumas sugestdes para as investigacdes que vierem a desenvolver-
se no futuro sobre esta matéria. Seria interessante estudar mais aprofundadamente a severidade do
acastanhamento interno ao longo do periodo de prateleira, procurando encontrar um modelo
matematico para o mesmo. Seria igualmente interessante investigar o momento exato em que se da o
inicio dos processos de oxidagdo responsaveis por este problema pés-colheita e concluir acerca de
quanto tempo é necessario, em média, desde 0 momento em que se comeca a evidenciar a perda de
firmeza (parametro destrutivo mas facilmente mensuravel) e o momento em que se torna visivel a olho
nu o acastanhamento dos frutos. Por Ultimo, sugere-se como investigacédo futura a procura de quais 0s
valores de firmeza a partir dos quais o Al tem determinada probabilidade de se evidenciar. Esta
investigacdo seria muito interessante porque permitiria, com base numa amostra, decidir através da
firmeza quais os lotes de pera que tinham menor probabilidade de revelar Al (e, por isso, que se

poderiam cinservar durante mais tempo) e quais 0s que as centrais deveriam vender primeiro.

69



Referéncias Bibliogréaficas

Abeles F B, Morgan PW, Saltveit ME, 1992. Ethylene In Plant Biology. Second Edition. San Diego, EUA:
Academic Press.

Ahmad P, et al., 2010. Roles of enzymatic and nonenzymatic antioxidants in plants during abiotic stress.
Critical Reviews in Biotechnology 30, 161-175.

Ahvenainen R, 1996. New approaches in improving the shelf life of minimally processed fruit and
vegetables. Trends in Food Science & Technology 7, 180-187.

Alexandre J, 2001. Colheita da pera ‘Rocha’. Em: Alexandre J, Silva A, Soares J, (Eds.). O Livro da

pera ‘Rocha’. Associagdo Nacional de Produtores de Pera ‘Rocha’.

Avelar M L, Rizzolo A, Lombardi D, Erbini P, 1995. Modificacdes de Carécter Fisioldgico e Qualitativo

em Pera "Rocha” Conservada em Atmosfera Controlada. Revista Frutas & Legumes 24, 27-30.

Almeida D, 2005. Managing calcium in the soil-plant-fruit system. Em: Dris R (ed.). Crops: Growth,
Quiality and Biotechnology. Helsinki, Finland: WFL Publisher, 448-459.

Almeida D, 2015. Pés-colheita de pera Rocha em contexto de alteragdo tecnoldgica. Disponivel em:
[http://rrn.dgadr.pt/peif/iniciativa_more.asp?search_fd0=49[. Acedido a 18.06.2018.

Almeida D, 2017. Novas recomendagdes para o armazenamento prolongado de pera ‘Rocha’ produzida
na regido COeste de Portugal. Atas Portuguesas de Horticultura. Disponivel em:
[https://www.isa.ulisboa.pt/files  /fl/pub/articles/2017-07/Almeida_Recomendacoes_armazenamento_

pera_Rocha_Congresso_ Iberico _Ciencias_Horticolas.pdf]. Acedido a 15.06.2018.

ANP, 1997. Pera ‘Rocha’ do Oeste DOP. Disponivel em: [https://tradicional.dgadr.gov.pt/pt/cat/frutos-
frescos/686-pera-rocha-do-oeste-dop.[ Acedido a 08.06.2018.

Apel K, Hirt H, 2004. Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and signal transduction.
Annual Review of Plant Biology 55, 373-399.

Bhattacharjee S, 2010. Sites of Generation and physicochemical basis of formation of ROS in plants.
Em: Gupta S D (Ed.). Reactive oxygen species and antioxidants in higher plants. CRC Press, 1-30.

Blankenship S M, Dole J M, 2003. 1-Methylcyclopropene: a review. Postharvest Biology and Technology
28, 1-25.

Blanpied G D, 1990. Controlled atmosphere storage of apples and pears. Em: Calderon M, Barkai-
Golan R (Eds.). Food Preservation by Modified Atmospheres. Boca Raton, EUA: CRC Press, 265-296.

70



Both V, 2015. Atmosfera controlada dinamica monitorada pelo quociente respiratorio: efeito do manejo
do etileno, temperatura e niveis de CO2 sobre compostos volateis e conservacdo de magéds. Santa
Maria, Brasil: Universidade Federal de Santa Maria, tese de Doutoramento.

Box G E, 1953. Non-normality and tests on variances. Biometrika 40 (3/4), 318-335.

Broadley M, Brown P, Cakmak |, Rengel Z, Zhao F, 2012. Function of nutrients: micronutrients.
Marschner P (Ed.). Mineral Nutrition of Higher Plants. Terceira edi¢do. Oxford, Reino Unido: Academic
Press, 191-248.

Burg S P, Burg E A, 1967. Molecular requirements for the biological activity of ethylene. Plant Physiology
42, 144-152.

Carvalho A R, 2011. Aplicagdo de smartfreshtm em péra ‘Rocha’ - eficacia de concentragfes e
modalidades de armazenamento na qualidade e na incidéncia de escalddo superficial e
acastanhamento interno. Lisboa, Portugal: Intituto Superior de Agronomia (Universidade de Lisbhoa),

tese de Mestrado.

Chervin C, Speirs J, Truett J, 1999. Alcohol dehydrogenase expression and the production of alcohols

during pear fruit ripening. Journal of the American Society for Horticultural Science 124, 71-75.

Chervin C, Brady C J, Patterson B D, e Faragher J D, 1996. Could studies on cell responses to low
oxygen levels provide improved options for fruit storage and disinfestation. Postharvest Biology and
Technology 7, 289-299.

Davey M, Montagu M, Inzé D, Sanmartin M, Kanellis A, Smirnoff N, Benzie |, Strain J, Favell D, Fletcher
J, 2000. Plant L-ascorbic acid: chemistry, function, metabolism, bioavailability and effects of processing.
Journal of the Science of Food and Agriculture 80, 825-860.

Deuchande T M, 2016. Internal Browning Disorders of ‘Rocha’ Pear During Long-Term Storage. Porto,

Portugal: Universidade Catélica Portuguesa do Porto, tese de doutoramento.

Deuchande T M, Carvalho S, Guterres U, Fidalgo F, Isidoro N, Larrigaudiére C, Vasconcelos M, 2012.
Internal browning disorders during storage of “Rocha” pear: effects of harvest maturity and CO: partial
pressure. Em: Recasens |, Graell J e Echeverria G (Eds.). Avances en Poscosecha de Frutas y

Hortalizas. Lérida, Espanha: Edicions de la Universitat de Lleida, 583-588.

Deuchande T M, Carvalho S, Larrigaudiére C, Fidalgo F, Guterres U, Isidoro N, Vasconcelos M, 2014.
Atmosfera controlada dindmica na prevengao do acastanhamento interno em pera ‘Rocha’: eficacia dos

sensores de etanol e de fluorescéncia de clorofilas. Actas Portuguesas da Horticultura 23, 345-352.

71



Deuchande T, Carvalho S, Larrigaudiéere C, Vasconcelos MW, 2017a. Mineral concentrations at harvest
as novel markers to predict internal browning disorders in ‘Rocha’ pear during storage under high CO-.
Scientia Horticulturae 220, 102-106.

Deuchande T, Larrigaudiére C, Guterres U, Carvalho S, Vasconcelos MW, 2017b. Biochemical markers
to predict internal browning disorders in ‘Rocha’ pear during storage under high CO2. Journal of the
Science of Food and Agriculture 97(11), 3603-3612.

DRAP Centro, 2018. Pera ‘Rocha’ do Oeste DOP. Disponivel em: [http://ptqc.drapc.min-

agricultura.pt/documentos/pera_rocha_oeste.htm[. Acedido a 06.07.2018.

Dobrzanski B, Rabcewicz J, Rybczyfiski R, 2006. Handling of apple - Transport techniques and
efficiency vibration, damage and bruising texture, firmness and quality. Disponivel em:
[http://www.ipan.lublin.pl/wp-content/uploads/2017/03/mat_coe27.pdf[. Acedido a 19.07.2018.

Empresa de Desenvolvimento e Infra-estruturas do Alqueva (EDIA), 2017. Anuario Agricola de Alqueva.
Disponivel em: [http://regante.edia.pt/SiteAssets/Lists/LibraryList/Allitems/Anuario_Agricola_
Alqueva_2017.pdf[. Acedido a 04.07.2018.

Fallahi E, Conway W S, Hickey K D, Sams C E, 1997. The role of calcium and nitrogen in postharvest
quality and disease resistance of apples. HortScience 32, 831-835.

FAOQ, 2014. Crops. Disponivel em: [http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC[. Acedido a 17.06.2018.

FAQ, 2017. Crops. Disponivel em: [http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC[. Acedido a 04.07.2018.

Ferguson I, Volt R, Woolf A, 1999. Preharvest factors affecting physiological disorders of fruit.
Postharvest Biology and Technology 15, 255-262.

Fischer R L, Bennett A B, 1991. Role of cell wall hydrolases in fruit ripening. Plant Physiology 42, 675-
703.

FLF (Revista Flores, Frutas e Legumes), 2016. Produtores de péra Rocha querem chegar aos 100
milhdes de euros de exportacdes em 2019. Disponivel em: [http://www.flfrevista.pt/2018/01/produtores-
de-pera-rocha-querem-chegar-aos-100-milhoes-de-euros-de-exportacoes-em-2019/[.  Acedido a
19.07.2018.

Franck C, Baetens M, Lammertyn J, Scheerlinck N, Nicolai B M, 2003. Ascorbic acid mapping to study
core breakdown. Postharvest Biology Technology 30, 133-142.

Franck C, Lammertyn J, Ho Q T, Verlinden B, Nicolai BM, 2007. Browning disorders in pear fruit.
Postharvest Biology and Technology 43, 1-13.

72



Franco J, Melo F, Guilherme R, Neves N, Curado F, 2008. Peras portuguesas, ou tidas como tal, com
perspectivas de aceitacdo pelo consumidor. Em: Simdes O, Lopes A, Ferreira J (Eds.). Variedades
Regionais e Agricultura Biologica, Desafios para Peras e Macas Portuguesas. Coimbra, Portugal:
Tipografia Beira Alta, 148-154.

Gill S S, Tuteja N, 2010. Reactive oxygen species and antioxidant machinery in abiotic stress tolerance

in crop plants. Plant Physiology and Biochemistry 48, 909—930.

Glass G, Hopkins K, 1996. Statistical Methods in Education and Psychology. Needham Heights, EUA:
Allyn & Bacon.

Glass G V, Peckham P D, Sanders J R, 1972. Consequences of failure to meet assumptions underlying
the fixed effects analyses of variance and covariance. Review of Educational Research 42(3), 237-288.

Gomes G D, 2015. Acastanhamento Interno Durante o Armazenamento da Pera ‘Rocha’: Impacto do
Baixo O e Alto CO2 no Metabolismo e Estratégias de Controlo. Porto, Portugal: Universidade Catdlica

Portuguesa e Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto, tese de mestrado.

Gomes R C, 2017. Previsdo do estado de maturagéo, qualidade e relacdo do potencial de conservacéo
com o indice de maturagdo medido com o ‘DA-meter’ em pera ‘Rocha’. Lisboa, Portugal: Instituto

Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa, tese de mestrado.

GPP, 2016. Ficha de internacionalizagéo pera ‘Rocha’. Disponivel em:
[http://Iwww.gpp.pt/images/gam/1/fi/PeraFl.pdf[. Acedido a 04.07.2018.

GPP, 2017a. Informacao de mercados. Disponivel em: [http://www.gpp.pt/images/GPP/O_que_disponi
bilizamos/Publicacoes/Periodicos/Produtos_Animais_2.pdf[. Acedido a 11.06.2018.

GPP, 2017b. Precos de Produtos Agricolas. Disponivel em: [http://www.gpp.pt/index.php/sima/precos-
de-produtos-agricolas[. Acedido a 07.04.2018.

GPP, 2018. Precos de Produtos Agricolas. Disponivel em: [http://www.gpp.pt/index.php/sima/precos-
de-produtos-agricolas[. Acedido a 07.04.2018.

Hamauzu Y, Hanakawa T, 2003. Relation of highly polymerised procyanidin to the potential browning
susceptibility in pear fruits. Journal of the Japanese Society for Horticultural Science 72, 415- 421.

Hansen E, Mellenthin W M, 1962. Factors influencing susceptibility of pears to carbon dioxide injury.

Procedures of American Society for Horticultural Science 80, 146-153.

Harwell M R, Rubinstein E N, Hayes W S, Olds C C, 1992. Summarizing Monte Carlo results in
methodological research: The one-and two-factor fixed effects ANOVA cases. Journal of educational
statistics 17(4), 315-339.

73



Hawkesford M, Horst W, Kichey T, Lambers H, Schjoerring J, Mgller | S, White P, 2012. Functions of
macronutrients. Em: Marschner P (Ed.). Mineral Nutrition of Higher Plants. Terceira edicdo. Oxford,
Reino Unido: Academic Press,135-189.

Hiwasa K, Kinugasa Y, Amano S, Hashimoto A, Nakano R, Inaba A K'Y, 2003. Ethylene is required for
both the initiation and progression of softening in pear (Pyrus communis L.) fruit. Journal Of
Experimental Botany 54, 771-779.

Hobson G, 1994. Postharvest physiology. Em: Arntzen C J, Ritter E M (Eds.). Encyclopedia of

agricultural Science. Terceira edicdo. Nova lorque, E.U.A.: Academic Press, 407-418.

INIAV, 2017. As variedades regionais de pereiras. Disponivel em: [http://www.iniav.pt/

fotos/editor2/as_variedades_regionais_de_pereiras.pdf[. Acedido a 18.07.2018.

IPMA, 2013. Boletim metereoldgico para a agricultura. Disponivel em:
[https://www.ipma.pt/resources.www/docs/im.publicacoes/edicoes.online/20130919/ZjyrUtrivEShXPbU
gXdL/agr_20130301_20130331_bag_3d_co_pt.pdf[. Acedido a 24.11.2018.

Iversen G R, Wildt A R, Norpoth H, Norpoth H P, 1987. Analysis of Variance. Segunda edi¢&o. Thousand
Oaks, EUA: Sage Publications.

Kader A A, 1995. Regulation of fruit phisiology by controlled/modified atmospheres. Acta Horticulturae
398, 59-70.

Kader A A, 1999. Fruit maturity, ripening, and quality relationships. Acta Horticulturae 485, 203-208.

Kader A A, 2003. A perspective on postharvest horticulture (1978-2003). HortScience 38, 1004-1008.

Ke D, Yahia E, Mateos M,Kader A A, 1994. Ethanolic fermentation of ‘Bartlett’ pears as influenced by
ripening stage and atmospheric composition. Journal of the American Society for Horticultural Science
119 976-982.

Kerbel E L, Kader A A, Romani R J, 1988. Effects of elevated CO2 concentrations on glycolysis in intact
“Bartlett” pear fruit. Plant physiology 86, 1205-1209.

Kieber J, 1998. Ethylene.Taiz L, Zeiger E (Eds.). Plant Physiology. Segunda edi¢cdo. Massachusetts,
E.U.A.: Sinauer Associates, 656-659.

Kimmerer T W, MacDonald R C, 1987. Acetaldehyde and ethanol biosynthesis in leaves of plants. Plant
Physiology 84, 1204-1209.

Kingston C M, 1993. Maturity indices for apple and pear. Horticultural Reviews 13, 407-432.

Knee M, 1973. Effects of controlled atmosphere storage on respiratory metabolism in apple fruit tissue.
Journal of Science of Food and Agriculture 24, 1289-1298.

74



Kocsy G, Téth B, Berzy T, Szalai G, Jednakovits A e Galiba G, 2001. Glutathione-reductase activity and
chilling tolerance are induced by a hydroxylamine derivative Brx-156 in maize and soybean. Plant
Science 160, 943-950.

Kruskal W H e Wallis W A, 1952. Use of ranks in one-criterion variance analysis. Journal of the American
Statistical Association, 47(260), 583-621.

Lammertyn J, Aerts M, Verlinden B E, Schotsmans W, Nicolai B M, 2000. Logistic regression analysis
of factos influencing core breakdown in ‘Conference’ pears. Postharvest Biology and Technology 20,
25-37.

Lammertyn J, Dresselaers T, Van Hecke P, Jancsok P, Wevers M e Nicolai B M, 2003. MRI and X-ray
CT study of spatial distribution of core breakdown in “Conference” pears. Magnetic Resonance Imaging
21, 805-815.

Larrigaudiéere C, Lentheric I, Pint6 E, e Vendrell M, 2001. Short-term effects of air and controlled
atmosphere storage on antioxidant metabolism in conference pears. Journal of Plant Physiology 158,
1015-1022.

Larrigaudiere C, Lentheric I, Puy J e Pinto E, 2004. Biochemical characterisation of core browning and
brown heart disorders in pear by multivariate analysis. Postharvest Biology and Technology 31, 29-39.

Larrigaudiére C, Balenciaga C, Giné-Bordonaba J, Usall i Rodié J, 2017. El corazon pardo en pera:
Conocimientos actuales y sistemas de prevencién. Articulo técnico de IRTA. Lleida, Espafia. Disponivel
em: [https://issuu.com/horticulturaposcosecha/docs/el_coraz__n_pardo_en_pera._ balencia[. Acedido
a 06.08.2018.

Latowski D, Suréwka E, Strzalka K, 2010. Regulatory Role of Components of AscorbateGlutathione
Pathway of Ascorbate—Glutathione Pathway. Em: Anjum, et al. (Eds). Londres, Reino Unido: Springer.

Lee S, Kader A, 2000. Preharvest and postharvest factors influencing vitamin C content of horticultural
crops. Postharvest Biology and Technology 20, 207- 220.

Lurie S, Paliyath G, 2008. Enhancing postharvest shelf life and quality in horticultural commodities using
1-MCP technology. Em: Paliyath G, et al., (Eds.) Postharvest Biology and Technology of Fruits,

Vegetables, and Flowers. Primeira edi¢cdo. Singapura, Singapura: Wiley-Blackwell, 139-154.
Macheix J J, Fleuriet A, Billot J, 1990. Fruit Phenolics. Em: Boca Raton, US: CRC Press.

Marketing  Agricola, 2016. Producdo e comercializacdo de pera. Disponivel em:
[http://marketingagricola.pt/producao-e-comercializacao-de-pera/[. Acedido a 20.07.2018.

75



Mendes R D, 2017. Pools de nutrientes em pomares e sua relacdo com a incidéncia de
acastanhamentos internos em pera ‘Rocha’. Lisboa, Portugal: Instituto Superior de Agronomia, Tese
de Mestrado.

Mitcham E J, Mitchell F G, 2002. Postharvest handling systems: pome fruits. Em: Kader A A (Ed.).
Postharvest Technology Of Horticultural Crops. Terceira edi¢do. Oakland, EUA: University of California,

Division of Agriculture and Natural Resources, 339-342.
Mittler R, 2002. Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance. Plant Science 7, 405 - 410.

Muhammad |, Ashiru S, Ibrahim |, Kanoma A |, Sani |, Garba S, 2014. Effect of Ripening Stage on
Vitamin C Content in Selected Fruits. International Journal of Agriculture, Forestry and Fisheries 2(3),
60-65.

Neuwald D, Sestari I, Kittemann D, Streif J, Weber A e Brackmann A, 2014. Can mineral analysis be
used as a tool to predict “Braeburn” browning disorders (BBD) in apple in commercial controlled

atmosphere (CA) storage in Central Europe? Erwerbs-Obstbau 56, 35-41.

Ngadze E, Icishahayo D, Coutinho T A, Van der Waals J, 2012. Role of polyphenol oxidase, peroxidase,
phenylalanine ammonia lyase, chlorogenic acid, and total soluble phenols in resistance of potatoes to
soft rot. Plant Disease 96, 186-192.

Nicolas J J, Richard-Forget F C, Goupy P M, Amiot M J e Aubert S Y, 1994. Enzymatic browning

reactions in apple and apple products. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 34, 109-157.

Norman G, 2010. Likert scales, levels of measurement and the “laws” of statistics. Advances in Health
Sciences Education 15, 625-632.

Norma Portuguesa Definitiva (NP- 1421). 1977. Géneros Alimenticios derivados de frutos e produtos

horticolas: determinagdo da acidez.

Peppelenbos H W, Oosterhaven J, 1998. A theoretical approach on the role of fermentation in harvested
plant products. Acta Horticulturae 464, 381-386.

Pereira C, 2017. Monitorizagdo da Conservacdo de Pera ‘Rocha’: Avaliagdo de Caracteristicas de
Qualidade. Lisboa, Portugal: Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa. Tese de
Mestrado. Disponivel em: [https://www.repository.utl.pt/bitstream/10400.5/15118/1/Dissertacao
CristianaPereira20804EAl.pdf[. Acedido a 12.01.2018.

Pinté E, Lentheric I, Vendrell M e Larrigaudiere C, 2001. Role of fermentative and antioxidant
metabolisms in the induction of core browning in controlled-atmosphere stored pears. Journal of the
Science of Food and Agriculture 81, 364-370.

76



Quelhas dos Santos J, 2015. Fertilizacdo — Fundamentos Agroambientais da Utilizacdo dos Adubos e

Corretivos. Porto, Portugal: Publindustria Edicées Técnicas, 537.

Rease J, Drake S, 2008. Effects of preharvest calcium sprays on apple and pear quality. Journal of
Plant Nutrition 16, 1807-2259.

Reid M S, 2002. Ethylene in postharvest technology. Em: Kader AA (Ed.). Postharvest Technology Of
Horticultural Crops. Terceira edicdo. Oakland, EUA: University of California, Division of Agriculture and
Natural Resources, 157-158.

Ribeiro E P, Seravalli E, 2007. Quimica de Alimentos. Segunda edi¢cdo. Sdo Paulo, Brasil: Instituto

Maua de Tecnologia.

Richard-Forget F , Gauillard F , 1997. Oxidation of Chlorogenic Acid, Catechins, and 4-Methylcatechol
in Model Solutions by Combinations of Pear (Pyrus communis Cv. ‘Williams’) Polyphenol Oxidase and
Peroxidase: A Possible Involvement of Peroxidase in Enzymatic Browning. Journal of Agriculture and
Food Chemestry 45, 2472—-2476.

Salvador A S, 2015. Influéncia do Local de Produgédo de Pera ‘Rocha’, Armazenada em Atmosfera
Controlada, na Incidéncia a Desordens de Escurecimento Interno e na Aptiddo para Consumo em
Fresco e Processado. Lisboa, Portugal: Instituto Superior de Agronomia (Universidade de Lisboa), tese

de mestrado.

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

Sams C, 1999. Preharvest factors affecting postharvest texture. Postharvest Biology and Technology
15, 249-254.

Saquet A A, Streif J, Bangerth F, 2003. Energy metabolism and membrane lipid alterations in relation
to brown heart development in ‘Conference’ pears during delayed controlled atmosphere storage.
Postharvest Biology and Technology 30, 123-132.

Siddiqui M W, 2018. Preharvest Modulation of Postharvest Fruit and Vegetable Quality. Primeira edig&o.
San Diego, EUA: AcademicPress.

Silva F, Gomes M, Fidalgo F, Almeida D, 2009. Influéncia da atmosfera controlada diferida na actividade

antioxidante e acastanhamentos internos da péra ‘Rocha’. Actas Portuguesas da Horticultura 1, 198 -
205.

77



Silva F, Gomes M H, Fidalgo F, Rodrigues J A, Almeida D, 2010. Antioxidant properties and fruit quality
during long-term storage of ‘Rocha’ pear: effects of maturity and storage conditions. Journal of Food
Quality 33, 1-129.

Soares J, Silva A, Marques H, 2003. Nutricdo da pereira 'Rocha’. Associacdo Nacional de Produtores
de Pera Rocha (Eds.). O Livro da Pera Rocha — Volume Segundo. Cadaval, Portugal: ANP, 129-171.

Sobreiro J, 2016. Sobre a doenga do acastanhamento interno de frutos. Frutas, Legumes e Flores 173,
26-27.

Streif J, Saquet A A, Xuan H, 2003. Ca-related disorders of apples and pears. Acta Horticulturae 600,
223-230.

Streif J, Xuan H, Saquet A A, Rabus C, 2001. CA-storage related disorders in “Conference” pears. Acta
Horticulturae 553, 635, 638.

Suchanek M, Kordulska M, Olejniczak Z, Figiel H, Turek K, 2017. Application of low-field MRI for quality
assessment of ‘Conference’pears stored under controlled atmosphere conditions. Postharvest Biology
and Technology 124, 100-106.

Tillmans J, 1927. Uber die Bestimmung der elektrischen Reduktions-Oxydations-Potentiale und ihre

Anwendung in der Lebensmittelchemie. Zeitschrift fur Untersuchung der Lebensmittel 54, 33-43.

Thompson A K, 1998. Controlled Atmosphere Storage of Fruits and Vegetables. Bedford, Reino Unido:
Cab International,3-5; 193-196.

Thompson A, 2016. Fruit and Vegetables Storage: Hypobaric, Hyperbaric and Controlled Atmosphere.

Primeira edi¢cdo. Huddersfield, Reino Unido: Springer briefs in food, health, and nutrition.

Tomas-Barberan F, Espin J C, 2001. Phenolic compounds and related enzymes as determinants of

quality in fruits and vegetables. Journal of the Science of Food and Agriculture 81, 853-876.
Tukey J W, 1991. The philosophy of multiple comparisons. Statistical Science 6, 100-116.

Vamos-Vigyazo L, 1981. Polyphenol oxidase and peroxidase in fruits and vegetables. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition 15,49-127.

Veltman R H, Larrigaudiére C, Wichers H, Van Schaik A, Van der Plas L, Oosterhaven J, 1999a. PPO
activity and polyphenol content are not limiting factors during brown core development in pears (Pyrus

communis L. cv. ‘Conference’). Journal of Plant Physiology 154, 697—702.

Veltman R H, Sanders M G, Persijn S, Pemppelenbos H, Oosterhaven J, 1999b. Decreased ascorbic
acid levels and brown core development in pears (Pyrus communis L. cv. Conference). Physiologia
Plantarum 107, 39 - 45.

78



Veltman R H, 2002. On the origin of internal browning in pears (Pyrus communis L. cv ‘Conference’).

Wageningen, Alemanha: Universidade de Wageningen, tese de doutoramento.

Verlinden B E, de Jager A, Lammertyn J, Schotsmns W, Nicolai B M, 2002. Effect of harvest and delayed
controlled atmpsphere strorage conditions on core breakdown incidence in Conference pears.
Biosystems Engineering 83, 339-347.

Waskiewicz A, Beszterda O, Golinski P, 2014. Non enzymatic antioxidants in plants. Em: Ahmad P
(Ed.). Oxidative Damage to Plants: Antioxidant Networks and Signaling. Srinagar, India: Academic
Press, 201-234.

Waterhouse A L, 2002. Determination of Total Phenolics. Current Protocols in Food Analytical
Chemistry. 11.1.1. - 11.1.

Watkins C B, 2006. The use of 1-methylcyclopropene (1-MCP) on frutis and vegetables. Biotechnology
Advances 24, 389-409.

Watkins CB, Bramlage W J e Cregoe B A, 1995. Superficial Scald of "Granny Smith' Apples is Expressed
as a Typical Chilling Injury. Journal of the American Society for Horticultural Science 120, 88-94.

Wills R B, McGlasson W B, Graham D, Joyce D C, 2007. Postharvest : an Introduction to the Physiology

and Handling of Fruit, Vegetables and Ornamentals. Quinta edi¢cdo. Sydney, Australia: Cabi Publishing.

World Apple and Pear Association (WAPA), 2014. Apple and Pear Exports by country and year (2003-
2014). Disponivel em: [http://www.wapa-association.org/asp/page_1.asp?doc_id=446[. Acedido a
06.07.2018.

Xuan H, Streif J, Pfeffer H, Dannel F, Rémheld H, Bangerth F, 2001. Effect of pre-harvest boron
application on the incidence of CA-storage related disorders in ‘Conference’ pears. The Journal of
Horticultural Science and Biotechnology 76, 133-137.

Xuan H, Streif J, Saquet A A, Bangerth F, 2003. Boron application affects respiration and energy status
of “Conference” pears during CA-storage. Acta Horticulturae 628, 167-174.

Yahia E M, 2009. Modified and Controlled Atmospheres for the Storage, Transportation, and Packaging
of Horticultural Commodities. Boca Raton, EUA: CRC Press.

Zagory D, Kader A, 1988. Modified atmosphere packaging of fresh produce. Food Technology 42, 72.
Zerbini P E, Rizzolo A, Brambilla A, Grassi M, 2002. Loss of ascorbic acid during storage of 'Conference’

pears in relation to the appearence of Brown heart. Journal of the Science of Food and Agriculture 82,
1007-1013.

79



Zude M, Herold B, Roger J M, Bellon-Maurel V e Landahl S, 2006. Non-destructive tests on the
prediction of apple fruit flesh firmness and soluble solids content on tree and in shelf life. Journal of Food
Engineering 77, 254-260.

80



ANEXOS

Anexo | - Procedimento experimental

Para cada lote de 20 peras (20 peras do pomar do Bombarral, 20 de Mafra e 20 da Zambuijeira),

em que cada pera representa uma amostra, foram feitas as seguintes analises:

A. Determinacé&o da firmeza

1. Com auxilio de uma “faca” ou “raspador” retirar a epiderme da pera, de dois lados opostos, na regido
equatorial da pera; 2. Encostar o penetrémetro (FT-327) perpendicularmente a pera e pressiona-lo
firmemente até que o pericarpo seja perfurado. Quando a ponta de prova perfura a pera até ao trago,
faz-se a leitura da firmeza (kg/0,5 cm2).

B. Preparacéo do sumo

1. Pesar cada fruto. 2. Cortar o fruto (procurando usar maioritariamente a zona central da pera, onde
ha maior probabilidade de ocorrer Al e tritura-lo na liquidificadora até obter um sumo. 3. Colocar cada
amostra num tubo de prolipropileno identificado (com capacidade maxima de 50 mL) e colocar em gelo
a medida que se processam as amostras. No final, colocar cada lote devidamente identificado numa

arca congeladora a -20°C.

C. Centrifugacéao

1. Calibracéo dos tubos com uma balanca digital e um intervalo de erro de cerca de 1 a 5 mg para se
poderem colocar tubos de massas semelhantes em pontos diametralmente opostos da centrifuga
(Hermle Z 383 K). 2.Depois, seleccionar a velocidade de 9000 rpm, raio = 0,6 e temperatura de 4°C e
deixar as amostras centrifugar durante 10 minutos. 3. Por ultimo, decantar o sumo (eliminando a polpa)
para um novo tubo de ensaio previamente identificado e datado. 4. Colocar cada amostra em gelo.

D. Determinacéo do Teor de S6lidos Soluveis

1. Calibrar o refractometro (modelo HI 96801) com agua destilada (amostra branco). 2. Com uma
micropipeta retirar cerca de 200uL do sumo clarificado, e colocar uma pequena quantidade sobre a
célula do refractémetro. 3. Fazer a leitura (°Brix) e apontar. 4. No fim de cada medicao limpa-se a célula

com agua destilada e papel para secar.

E. Determinacéo da vitamina C

1. Colocar em goblés de 10 mL, 500 uL de sumo da amostra a analisar, e, 1500 uL de agua destilada,
perfazendo um volume total de 2000 uL de solucado. 2. Pesar o conjunto do goblé + sumo diluido e
apontar. 3. Adicionar gotas da solugdo de DCPIP com uma micropipeta ao sumo diluido, até que este
mude de cor, para um tom muito suave de rosa (quando atinge o ponto de equivaléncia). Este ano o
ponto de viragem foi considerado mais cedo do que no ano anterior, com vista a tornar mais rigorosa

esta medicdo que é subjetiva. 4. Pesar novamente o conjunto (goblé + solucdo com DCPIP). 5.
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Determinacao, por subtragdo, da massa de DCPIP adicionada. 6. De seguida é feita uma solugao
padréo: coloca-se num goblé de 10 mL, 20 pL de uma solugdo padrao de Vitamina C (14,5 mg/mL) e
1980 uL de agua destilada, perfazendo um volume total de 2000 pL (diluigdo de 1:100); Pesar o conjunto
goblé + padréo de acido ascoérbico. Adiciona-se DCPIP até se atingir o ponto de equivaléncia, em que
a solugédo incolor passa a azul; Pesar novamente o conjunto (goblé + acido ascérbico com agua e
DCPIP). 7. Por subtracdo, determina-se assim a massa de DCPIP necessaria para titular o padrédo de

acido ascorbico.

Solucdo Padrao de Vitamina C

1. Pesar 29 mg de acido ascérbico (em p6); 2. Dilui-lo em 2 mL de agua destilada. 3. Congelar

a solucéo padrao.

Solucéo 2,6- diclorofenolindofenol (DCPIP)
1. Pesar 29 mg de 2,6- diclorofenolindofenol (DCPIP) e diluir em 20 mL de agua destilada. 2.

De seguida, fazer uma diluicdo de 1:10 (10 mL da solucdo DCPIP e 90 mL de &gua
esterilizada). 3. Colocar num frasco de 100 mL devidamente identificado a solug&o final de
DCPIP.

F. Determinacdo do teor de fendis

1. Colocar em cada cuvete de metacrilato 150 uL de sumo da amostra a analisar e 2850 uL de agua
destilada (diluicdo de 1:20), perfazendo um volume total de 3000 pL de solucdo. 2. Preparacéo do
ensaio em branco: colocar 3000 pL de agua destilada numa cuvete de metacrilato. 3. Efectuar a leitura
no espectrofotometro (modelo GeneQuant Pro) da absorvancia: primeiro do ensaio em branco e depois
a leitura para cada amostra, no comprimento de onda de 280 nm. 4. A concentracdo de fendis totais
expressa em equivalentes de 4cido galico foi determinada com recurso a uma recta de regresséo
previamente estabelecida no laboratério, cuja equacgédo é y = 0,0401x — 0,0545, onde x € a concentracao
de acido galico (mg/L) e y a absorvancia a 280 nm (R2= 0,9975).

G. Determinacdo da acidez titulavel

1. Calibrar o potenciémetro com o eléctrodo (modelo pH 213), para dois valores de pH (4 e 7) utilizando
as solucdes de calibracdo de pH 7 e pH 4. Colocar a sonda de temperatura e o eléctrodo num goblé
com 4gua destilada; 2. Colocar a solugdo de NaOH 0,1N na bureta de 25 mL. Anotar o volume inicial;
3. Num goblé diluir 10 mL de sumo da amostra a analisar com 10 mL de &gua destilada, perfazendo
um volume total de 20 mL (diluicdo de 1:2). 4. Titulagdo da amostra com a solugédo de NaOH 0,1N, até
que a solucédo atinja um pH entre 8,10 e 8,20. Anota-se o volume final de NaOH gasto e calcula-se o
teor de acidos expressos em equivalentes de acido malico pela equagdo y = 0,67x, em que y é a

concentracao de acido malico (expressa em g/L de sumo) e x o volume total de titulante adicionado.
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Solucado de NaOH 0,1N

1. Colocar uma ampola de NaOH (em p&) num baldo volumétrico de 1000 mL, perfazendo

0s 1000 mL com agua esterilizada, obtendo uma solucdo de NaOH 0,1 N. 2. Tapar o baldo
volumétrico e agitar; 3. Colocar a solugdo num frasco de 1L devidamente identificado e

armazenar em ambiente refrigerado (4-8°C).

H. Quantificacdo de Proteina — Método de Bradford

1. Centrifugar previamente os tubos de sumo a 9000 rpm durante 10 a 12 minutos, a 4°C; 2. Pipetar
para cada tubo eppendorf 20 uL de sumo, identificar os tubos com o respectivo nimero da amostra; 3.
Adicionar a cada tubo eppendorf 1000 uL de solu¢do de Bradford e agitar; 4. Identificar a cuvete para
cada tubo e colocar a respectiva reaccao; 5. Preparar as diluicbes para obter a curva padrdo para
quantificacao de proteina: preparar 7 diluicdes de 20 uL com diferentes concentracdes (0; 0,1; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5 e 0,6 mg.mLY) a partir de uma solucéo stock de BSA de concentracéo 1,4 mg.mL?; 6. Colocar
cada solucdo numa cuvete, sendo a primeira o branco (0 mg/mL BSA); 7. Proceder a leitura da
absorvancia a 595 nm no espectrofotémetro (modelo GeneQuant Pro), comecando pelo branco, depois

as solucdes da curva padréo e por fim as amostras.

Solucao de Bradford

1. Pesar 100 mg de Coomassie e colocar num baléo de Erlenmeyer de 1000 mL; 2. Com
uma proveta juntar 50 mL de etanol a 95% e agitar durante 10 min até dissolver; 3. Na hotte
adicionar 100 mL de acido fosférico a 85% e 800 mL de agua destilada; 4. Com um funil
passar a solucdo para um baldao volumétrico de 1000 mL e perfazer com agua destilada; 5.
Filtrar a solugdo com papel de filtro para um frasco de 1000 mL; 6. Colocar papel de aluminio

a volta e identificar frasco; 7. Armazenar em meio refrigerado (4-8°C).

I. Determinacéo indirecta da actividade da Polifenoloxidase (PPO)

1. Transferir 250 pL de sumo, 725 uL de tampéo de fosfato de sédio (pH=6) 0,05 M e 250 uL de catecol
0,1 M para o respectivo tubo eppendorf identificado; 2. Preparar 2 ensaios em branco, substituindo o
sumo por agua; 3. Agitar a solugéo no tubo eppendorf e colocar em cuvete; 4. Medir a absorvancia a
546 nm para diferentes tempos: 0, 5, 10, 17, 40, 60 e 90 minutos, no espectrofotometro (modelo UV-

1200), a temperatura ambiente.

Solucéo de Catecol 0,1 M (Para cada 30 amostras) (preparacdao em fresco)

1. Pesar 119 mg de catecol na balanga de precisao e juntar 10,82 mL de &gua destilada com

uma micropipeta num tubo de vidro; 2. Agitar até dissolver o catecol.

Solucao de Fosfato de Soédio 1M

1. Tarar um goblé de 100 mL e pesar 11,998 g de NaH2PO4 com a ajuda de uma espatula,
colocar 50 mL de agua destilada com uma proveta e agitar; 2. Colocar no agitador magnético

com o iman, durante uns minutos até dissolver; 3. Colocar a solu¢gdo num balédo volumétrico
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de 100 mL e perfazer os 100 mL com agua destilada. Tapar e agitar; 4. Coloca-se a solugéo
num frasco identificado e com data; 5. Repetir o procedimento para fazer uma solucéo de
Na:HPO4 mas utilizado 14,2 g de Na2HPO4; 6. Num novo frasco de 100 mL, juntar 87,7 mL
da solucédo preparada de NaH2PO4 e 12,3 mL da solu¢do de Na:HPO4, com provetas, até
obter 100 mL de tampé&o fosfato de pH 6. Identificar o frasco com “Tampéo Fosfato Sédio 1M”;
7. Num baldo de Erlenmeyer de 500 mL colocar 25 mL de tampé&o fosfato 1M, e perfazer com
agua destilada (diluicdo 1:20). Agitar para misturar; 8. Num frasco de 500 mL previamente

esterilizado no autoclave, colocar a nova solucéo de tampéo fosfato 0,05 M pH 6.

J. Determinacgdo indirecta da alcool desidrogenase (ADH)

1. Em eppendorfs de 1 mL previamente identificados colocar com micropipetas: 800 uL de MES 100
mM (pH 6,5), 50 puL de NADH 1,6 mM, 50 pL de acetaldeido 80 mM e 100 pL de sumo; 2. Fazer o
mesmo procedimento para preparar 2 amostras branco, substituindo a quantidade de sumo por 4gua
destilada; 3. Agitar os eppendorfs com as solugbes; 4. Colocar 1 mL de cada solugdo anterior em
cuvete de metacrilato e 2 mL de &gua destilada (diluicdo de 1:3); 5. Proceder a leitura da absorvancia
a 340 nm no espectrofotémetro (Shimadzu UV1200) com intervalos de 1h entre cada leitura, durante 4
horas, a temperatura ambiente verificando-se a diminui¢céo da absorvancia devido a oxidagédo do NADH.

MES solucéo tampéo pH=6.5 0,1M
1. Pesar e colocar 21,722 g de base (CeéH12NNaO4S) num baldo volumétrico de 100 mL e

perfazer com agua destilada até 100 mL. Agitar e colocar num frasco de 100 mL identificado;
2. Pesar e colocar 21,3255 g de acido (CeH13NO4S.xH20) noutro baldo volumétrico e perfazer
até 100 mL com agua destilada. Agitar e colocar num frasco de 100 mL; 3. Retirar para um
bal&@o volumétrico de 500 mL, 13,45 mL de solug&o acido, 36,55 mL de solugéo base. Perfazer
até 500 mL com agua destilada; 4. Esterilizar o frasco com a solu¢do de MES de 500 mL no
autoclave; 5. Filtrar a solugdo com uma membrana com 0,2 um, com a ajuda de uma seringa,

para o frasco esterilizado; 6. Colocar o frasco em meio refrigerado.

Solucéo de NADH 1,6 mM
1. Dissolver 113,50 mg de NADH em 10 mL de NaOH 0,01 N e diluir com 90 mL de agua

esterilizada; 2. Colocar a solu¢cdo de NADH num frasco de 100 mL em meio refrigerado.

Solucao de acetaldeido 80 mM

1. Num tubo colocar 1710,3 pL de agua destilada e 89,7 uL de uma solucéo de acetaldeido a
98%, perfazendo um volume de 1800 uL; 2. Fazer uma diluicdo de 1:10, e agitar; 3. Manter

refrigerado.
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Anexo Il — Validac&o dos pressupostos necessarios a realizagdo do tratamento
estatistico

Il.l. Validagdo do pressuposto da normalidade das variaveis

Os testes utilizados para validar o pressuposto da normalidade das variaveis foram os testes
de Shapiro-Wilk e graficos qgplot. A normalidade é validada num teste de Shapiro-Wilk quando o p-
value é maior do que 0,05, e é validada num gréfico qgplot quando este assume a forma de uma reta.
De seguida apresentam-se os resultados obtidos apds a realizacdo destes testes e as respetivas

conclusdes, para cada parametro.

Tabela 30 — Resultados dos testes realizados a normalidade de cada parametro

P-value do teste

Parametro de Shapiro-Wilk gqplot Concluséo
Firmeza 22 % 10-16 - / Rejeita-se a hipdtese da
' ) normalidade
- /

Teo;cﬂzvse?gdos 6.96 x 1011 ] Rejeita-se a hipotese da
(TSS) ' 1 normalidade
Acidez ' - -

2 i . Rejeita-se a hipttese da
5 i
tltéjpl\e%el 1,28 x 10 / e a ipd
Vitamina C 22 x 10116 N Rejeita-se a hipdtese da
' . normalidade
Fenois 2 2% 1016 Rejeita-se a hipétese da
totais ' R normalidade
PPO 29 x 1016 . Rejeita-se a hipdtese da
' _/;; normalidade
ADH 29 % 1016 a 4 Rejeita-se a hipdtese da
) ) ‘// normalidade

Nota — Esta tabela foi construida com recurso ao software R; o valor de a utilizado para o teste de Shapiro-Wilk foi de 0,05.
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Tabela 31 - Resumo dos resultados dos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das
variancias (teste de Brown—Forsythe) efetuados para validacédo dos pressupostos da ANOVA relativa a analise
do fator conservagéo

Validacdo da Validagéo da
normalidade Conclusao homogeneidade das Conclusao
variancias
p-value p-value

Firmeza 2,2E-16 Nao validado 2,20E-16 Nao validado
Brix 7,0E-11 Nao validado 4,18E-05 Nao validado
AT 1,3E-05 Nao validado 2,84E-02 Nao validado
Vitamina C 2,2E-16 Nao validado 2,20E-16 Nao validado
Fenobis 2,2E-16 Nao validado 2,34E-03 Nao validado
PPO 2,2E-16 Nao validado 2,20E-16 Nao validado
ADH 2,2E-16 Nao validado 2,20E-16 Nao validado

Tabela 32 - Resumo dos resultados dos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das
variancias (teste de Brown—Forsythe) efetuados para validacdo dos pressupostos da ANOVA relativa a analise
do fator data

Validacao da Validagéo da
normalidade Conclusao homogeneidade das Conclusao
variancias
p-value p-value
Firmeza 2,20E-16 N&o validado 1,90E-07 N&o validado
Brix 6,96E-11 N&o validado 4,29E-03 N&o validado
AT 1,28E-05 N&o validado 1,17E-04 N&o validado
Vitamina C 2,20E-16 N&o validado 2,20E-16 N&o validado
Fenois 2,20E-16 N&o validado 3,61E-04 N&o validado
PPO 2,20E-16 N&o validado 6,44E-01 N&o validado
ADH 2,20E-16 N&o validado 5,57E-01 Validado

Tabela 33 - Resumo dos resultados dos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das
variancias (teste de Brown—Forsythe) efetuados para validacao dos pressupostos da ANOVA relativa a analise
do fator pomar

Validacédo da Validag_ao da
normalidade Concluséo homoge_rleldf';lde das Conclusédo
variancias
p-value p-value
Firmeza 2,20E-16 N&o validado 2,13E-05 N&o validado
Brix 6,96E-11 N&o validado 9,70E-06 N&o validado
AT 1,28E-05 N&o validado 6,84E-10 N&o validado
Vitamina C 2,20E-16 N&o validado 9,12E-02 Validado

Fenois 2,20E-16 N&o validado 2,96E-02 N&o validado
PPO 2,20E-16 N&o validado 2,20E-16 N&o validado
ADH 2,20E-16 N&o validado 1,59E-03 N&o validado
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Anexo lll = Célculo dos valores de F e de R? para o ajustamento linear das médias
cada um dos parametros em relagao a ‘Conservagao’, com ‘Data’=7 e para cada
um dos pomares.

Tabela 34 - Valores de F e de R? calculados para o ajustamento linear das médias cada um dos parametros,
com ‘Data’=7 e ‘Pomar = ‘Zam’ (n=160)

Firmeza Brix AT Vitamina C Fenois PPO ADH
F de significancia
0,00 0,31 0,04 0,50 0,02 0,05 0,31
(n=538)
R? regresséo
0,78 0,17 0,54 0,08 0,64 0,50 0,17
(n =538)

Tabela 35 - Valores de F e de R? calculados para o ajustamento linear das médias de cada um dos parametros,
com ‘Data’=7 e ‘Pomar’ = ‘Bom’ (n=159)

Firmeza Brix AT Vitamina C Fendis PPO ADH
F de significancia
0,02 0,40 0,74 0,77 0,92 0,32 0,38
(n = 159)
R? regresséo
0,60 0,12 0,02 0,01 0,00 0,16 0,13
(n = 159)

Tabela 36 - Valores de F e de R? calculados para o ajustamento linear das médias de cada um dos parametros,
com ‘Data’=7 e ‘Pomar’ = ‘Ma’ (n=179)

Firmeza Brix AT Vitamina C Fenodis PPO ADH

F de significancia 0,00 0,50 0,27 0,40 0,52 0,30 0,36
(n=179)
) ~

R? regresséo 0.73 0,07 0,17 0,10 0,06 0,15 0,12
(n=179)
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Anexo IV — Resultados do teste de Tukey realizado a interacdo entre
‘Conservagao’ e ‘Pomar’

Tabela 37 - Valores das médias e grupos de significancia obtidos apds a realiza¢éo dos testes de Tukey para a
relagdo entre a interagao tipo de ‘Conservagdo’ versus ‘Pomar’ e ‘Firmeza’, ‘Brix’, ‘AT’ e ‘VitC’, para ‘Data’=0,
‘Cons’=]0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20)

Firmeza Brix AT Vitamina C
Bom E 6,69 a Zam B 1252 a Zam A 1,79 a Ma C 757 a
Bom H 6,30 ab Ma B 12,33 ab Zam B 1,76 ab Bom A 7,11 ab
Bom | 6,18 abc Ma | 12,31 ab Bom A 1,74 abc Zam H 7,10 ab
Bom D 6,07 abc Zam C 12,31 ab Bom B 1,68 abcd Zam | 6,26 Dbc
Bom G 5,95 bcd Zam E 1221 ab Zam C 1,63 abcde | Bom | 599 cd
Bom B 5,90 bcde Ma H 12,20 ab Zam D 158 abcdef | Bom H 573 cde
Bom F 5,88 bcde Ma F 12,16 ab Bom C 1,54 bcdefg | Ma G 5,53 cdef
Bom C 550 cdef Zam | 12,14 ab Zam E 1,51 cdefgh | Ma B 5,41 cdef
Bom A 549 cdef Zam H 12,07 ab Bom E 145 defghi | Ma A 532 def
Zam E 5,32 defg Ma D 12,05 ab Zam F 1,40 efghij Zam D 5,12 efg
Zam H 530 defgh | Ma E 12,04 ab Bom F 1,38 fghij Zam G 5,05 efg
Zam F 529 defghi| Zam D 12,04 ab Bom D 1,34 ghij Bom G 4,94 efgh
Zam G 529 defghi| Ma A 1195 ab Bom | 1,32 ghik Ma I 490 efgh
Zam D 5,28 defghi | Zam A 11,93 abc Ma A 1,32 ghik Zam C 4,73 fgh
Zam C 520 efghij |[Ma G 11,76 abcd |Zam H 1,31 ghik |Zam A 443 ghi
Ma B 5,11 fghij Zam G 11,54 abcde | Bom H 1,29 hijk Bom B 4,41 ghi
Zam A 4,95 fghik | Zam F 11,53 abcde | Zam G 1,27 ijkl Bom D 4,17 hij
Ma G 491 fghik | Bom H 11,48 abcde | Zam | 1,27 ijkl Zam E 384 ik
Zam | 4,89 fghik | Bom A 11,38 bcde Ma B 1,26 ijkl Ma D 337 jk
Ma E 4,70 ghikl | Ma C 11,32 bcde | Ma F 1,23 ijkl Zam B 318 «k
Ma C 4,65 ghikl |Bom B 11,30 bcde |Bom G 1,21 jk Bom E 0,01 |
Zam B 4,60 ghikl | Bom C 10,82 cdef Ma D 1,09 kim Ma E 0,01 |
Ma H 4,56 hijkl Bom G 10,79 def Ma C 1,05 Im Zam F 0,01 |
Ma F 455 ijkl Bom D 10,63 ef Ma H 097 m Bom F 0,01 |
Ma I 454 ki Bom | 10,49 ef Ma E 091 m Bom C 0,01 |
Ma D 4,21 Kkl Bom F 9,93 f Ma | 0,90 m Ma H 0,00 I
Ma A 404 | Bom E 9,93 f Ma G 087 m Ma F 0,00 I

Nota - Foram comparadas médias de diferentes tempos de ‘Conservagao’. As letras A, B, C, D, E, F, G, H, | correspondem as
datas de conservagao, respetivamente: to, tis.16, t20-30, t50-63, t78-01, t107-120, t141-154, t1e2-175, t212-205. Médias seguidas pela mesma letra
na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=20 peras).
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Tabela 38 - Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apds a realizacdo dos testes de Tukey para a
relagdo entre a interacao tipo de ‘Conservagao’ versus ‘Pomar’ e ‘Fendis, ‘PPO e ‘ADH, para ‘Data’=0,
‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20)

Fendis PPOMS ADHMS
Zam | 260,41 a Bom | 8,87 a Bom H 20,49 a
Ma F 234,83 ab Bom E 6,01 b Zam F 8,06 b
Zam E 218,48 abc Bom C 527 bc Bom C 6,92 bc
Zam F 204,34 bcd Bom B 4,64 bcd Ma | 533 «cd
Zam H 198,15 bcde | Bom D 2,98 cde Zam C 4,43 de
Zam B 19398 bcde |Bom G 288 cdef | Bom F 4,21 de
Zam C 186,91 cdef Ma A 2,66 cdefg | Bom E 4,18 de
Bom E 182,57 cdef Bom F 2,63 cdefg | Bom | 3,97 def
Bom F 172,52 defg | Ma E 243 defg | Bom D 3,86 defg
Ma G 171,05 defgh | Ma H 242 defg | Bom G 3,52 defg
Zam A 169,10 defgh | Bom H 2,40 defg | Ma B 3,50 defgh
Zam D 167,96 defgh | Ma G 2,08 defg | Ma E 3,01 efghi
Ma I 167,31 defgh | Ma C 180 efg Ma G 295 efghi
Ma B 165,34 defgh|Ma | 160 efg Zam | 2,91 efghij
Bom A 164,14 defgh | Bom A 159 efg Zam H 2,90 efghij
Bom H 158,23 efghi | Ma D 158 efg Ma H 2,11 fghijk
Zam G 150,75 fghij Ma B 1,41 efg Zam E 1,95 ghik
Ma E 146,66 fghik | Zam B 0,82 efg Ma F 1,93 ghijk
Bom B 146,11 fghik | Zam D 0,60 efg Zam G 1,91 ghik
Bom | 139,38 ghik | Zam G 0,56 efg Bom B 1,55 hijk
Ma H 128,66 hijk Zam E 0,551 efg Ma D 1,29 ik
Ma C 119,60 ijk Zam F 0,44 efg Ma A 124 ik
Ma A 118,43 ijk Zam H 0,39 efg Zam A 1,10 ijk
Ma D 116,16 ijk Ma F 034 efg Zam D 1,06 ijk
Bom C 114,69 |k Zam C 0,29 fg Bom A 0,98 jk
Bom D 113,27 jk Zam | 0,25 fg Ma C 0,72 k
Bom G 106,21 Kk Zam A 0,11 ¢ Zam B 0,40 k

Nota - Foram comparadas médias de diferentes tempos de ‘Conservagao’. Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=20 peras). As letras A, B, C, D, E, F, G, H, |
Correspondem as datas de conserva(;éo, respetivamente: to, t15.16, t29-30, t50-63, t78-01, t107-120, t141-154, l162-175, T212-225.
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Anexo V — Resultados do teste de Tukey realizado a interacado entre
‘Conservacgao’, ‘Pomar’ e ‘Data’

Tabela 39 - Valores das médias e grupos de significancia obtidos apds a realizacéo dos testes de Tukey para a
relagdo entre a interagéo tipo de ‘Conservagao’ versus ‘Data’ versus ‘Pomar’ e os parametros ‘Firmeza’, ‘Brix’ e
‘AT’, para ‘Data’=(0,7), ‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20)

Firmeza Brix AT
zero.Bom.E 6,69 a sete.Zam.E 13,19 a zero.Zam.A 1,79 a
zero.Bom.H 6,30 ab sete.Zam.| 13,18 a zero.Zam.B 1,76 ab
zero.Bom.| 6,18 abc sete.Ma.B 13,07 ab zero.Bom.A 1,74 abc
zero.Bom.D 6,07 abcd sete.Ma.F 12,95 abc sete.Zam.D 1,73 abc
zero.Bom.G 5,95 abcde sete.Zam.D 12,95 abc zero.Bom.B 1,68 abcd
zero.Bom.B 5,90 abcdef sete.Ma.H 12,92 abc sete.Zam.E 1,67 abcde
zero.Bom.F 5,88 abcdef sete.ZamH 12,86 abcd zero.Zam.C 1,63 abcdef
sete.Bom.C 5,86 abcdefg sete.Ma.l 12,73 abcde sete.Zam.B 1,62 abcdef
zero.Bom.C 5,50 bcdefgh sete.Ma.E 12,73 abcde sete.Bom.F 1,60 abcdef
zero.Bom.A 5,49 bcdefghi sete.Bom.F 12,62 abcdef zero.Zam.D 1,58 abcdefg
zero.Zam.E 5,32 cdefghij sete.Zam.G 12,62 abcdef sete.Zam.F 1,58 abcdefg
zero.Zam.H 5,30 cdefghij zero.Zam.B 12,52 abcdefg sete.Zam.C 1,58 abcdefg
zero.Zam.F 5,29  cdefghij sete.Ma.A 12,47  abcdefgh sete.Bom.H 1,57 abcdefg
sete.Bom.B 5,29  cdefghij sete.Zam.C 12,43  abcdefgh zero.Bom.C 1,554 bcdefgh
zero.Zam.G 5,29  cdefghij sete.Ma.D 12,37  abcdefghi sete.Zam.G 1,54 bcdefgh
zero.Zam.D 5,28  cdefghij zero.Ma.B 12,33  abcdefghi sete.Bom.B 1,53 bcdefghi
zero.Zam.C 5,20 defghij sete.Zam.B 12,32  abcdefghi sete.Bom.E 1,52 bcdefghij
zero.Ma.B 511 efghijk zero.Ma.l 12,31  abcdefghi zero.Zam.E 1,51 cdefghijk
sete.Zam.B 5,11 efghijk zero.Zam.C 12,31  abcdefghi sete.Zam.H 1,46 defghijkl
zero.Zam.A 4,95 fghijkl sete.Ma.G 12,30  abcdefghi zero.Bom.E 1,45  defghijkim
zero.Ma.G 491 ghijkl zero.Zam.E 12,21  abcdefghij sete.Zam.| 1,45  defghijkim
zero.Zam.| 4,89 hijkl zero.Ma.H 12,20 abcdefghij | sete.Bom.C 1,43 efghijkim
zero.Ma.E 4,70 hijkl sete.Zam.F 12,17 abcdefghij | sete.Bom.D 1,43 efghijkim
zero.Ma.C 4,65 hijkl zero.Ma.F 12,16  abcdefghij sete.Bom.| 1,42 fghijklmn
zero.Zam.B 4,60 hijkl zero.Zam.| 12,14  abcdefghij zero.Zam.F 1,40 fghijklmno
zero.Ma.H 4,56 hijkl zero.Zam.H 12,07 bcdefghijk | zero.Bom.F 1,38  fghijkimno
zero.Ma.F 4,55 hijkl zero.Ma.D 12,05 bcdefghik | zero.Bom.D 1,34  ghijklmnop
zero.Ma.l 4,54 ijkl zero.Ma.E 12,04  bcdefghijk zero.Bom.| 1,32 hijklmnopqg
sete.Zam.C 4,47 ikl zero.Zam.D 12,04  bcdefghijk zero.Ma.A 1,32 hijkimnopqg
zero.Ma.D 4,21 ki sete.Bom.H 11,99  bcdefghijk zero.Zam.H 1,31  hijkimnopq
zero.Ma.A 4,04 Im zero.Ma.A 11,95 cdefghijk zero.Bom.H 1,29 ijklmnopgr
sete.Zam.D 3,09 m sete.Ma.C 11,94 cdefghijk zero.Zam.G 1,27  jklmnopqr
sete.Ma.B 2,09 n zero.Zam.A 11,93 cdefghijk zero.Zam.| 1,27 kimnopqgr
sete.Ma.A 2,08 n zero.Ma.G 11,76 defghijkl zero.Ma.B 1,26 Imnopqgr
sete.Ma.C 1,21 no sete.Bom.B 11,68 efghijkim sete.Bom.G 1,25 Imnopqr
sete.Ma.D 1,03 o] sete.Bom.G 11,63 efghijkim zero.Ma.F 1,23 Imnopqr
sete.Zam.G 0,99 o] zero.Zam.G 11,54 fghijkimn zero.Bom.G 1,21 mnopqrs
sete.Zam.H 0,96 o] zero.Zam.F 11,53 fghijklmn sete.Ma.B 1,18 nopqrs
sete.Zam.E 0,91 o] sete.Bom.E 11,52 fghijklmn sete.Ma.F 1,17 nopqrs
sete.Bom.G 0,88 o] zero.Bom.H 11,48 ghijkimn sete.Ma.G 1,16 opgrs
sete.Ma.F 0,86 0 zero.Bom.A 11,38 hijkimn sete.Ma.A 1,16 opgrs
sete.Zam.F 0,84 0 zero.Ma.C 11,32 ijkimn sete.Ma.D 1,12 parst
sete.Ma.G 0,83 o] sete.Bom.| 11,31 ijkimn sete.Ma.C 1,11 parst
sete.Bom.F 0,82 o] zero.Bom.B 11,30 ijkimn sete.Ma.E 1,10 parst
sete.Ma.E 0,78 0 sete.Bom.D 11,13 jkimn sete.Ma.l 1,10 parst
sete.Zam.!| 0,78 0 sete.Bom.C 11,01 kimno sete.Ma.H 1,09 parst
sete.Bom.E 0,73 o} zero.Bom.C 10,82 Imno zero.Ma.D 1,09 grst
sete.Ma.l 0,70 o] zero.Bom.G 10,79 Imno zero.Ma.C 1,05 rst
sete.Ma.H 0,63 o] zero.Bom.D 10,63 mno zero.Ma.H 0,97 st
sete.Bom.D 0,61 o} zero.Bom.| 10,49 no zero.Ma.E 0,91 t
sete.Bom.I 0,57 o} zero.Bom.F 9,93 0 zero.Ma.l 0,90 t
sete.Bom.H 0,26 0 zero.Bom.E 9,93 0 zero.Ma.G 0,87 t

Nota - Foram comparadas médias de diferentes tempos de ‘Conservacdo’. Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=20 peras). As letras A, B, C, D, E, F, G, H, |

Correspondem as datas de Conservat;éo, respetivamente: to, t15.16, 129-30, t50-63, t78-01, t107-120, t141-154, l162-175, 1212-225.
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Tabela 40 - Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apds a realizacdo dos testes de Tukey para a
relagdo entre a interagao tipo de ‘Conservagao’ versus ‘Data’ versus ‘Pomar’ e os parametros ‘Vitamina C’ e
‘Fenois’, para ‘Data’=(0,7), ‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20)

Vitamina C Fenobis

sete.Zam.C 8,06 a zero.Zam.| 260,41 a
sete.Zam.D 7,84 a zero.Ma.F 234,83 ab
zero.Ma.C 7,57 a zero.Zam.E 218,48 abc
zero.Bom.A 7,11 ab sete.Zam.C 210,87 bcd
zero.Zam.H 7,10 ab zero.Zam.F 204,34 bcde
sete.Bom.E 6,29 bc zero.Zam.H 198,15 bcdef
zero.Zam.| 6,26 bc zero.Zam.B 193,98 bcdefg
sete.Ma.E 6,14 bcd zero.Zam.C 186,91 cdefgh
sete.Zam.G 6,04 cde sete.Zam.B 186,81 cdefgh
zero.Bom.| 5,99 cdef sete.Bom.C 185,74 cdefgh
sete.Ma.F 5,89 cdefg sete.Zam.D 183,42 cdefgh
sete.Zam.H 5,80 cdefgh zero.Bom.E 182,57 cdefghi
sete.Bom.C 5,79 cdefgh zero.Bom.F 172,52 defghij
zero.BomH 5,73 cdefghi zero.Ma.G 171,05 defghijk
sete.Zam.F 5,61 cdefghij sete.Ma.B 170,60 defghijk
sete.Ma.G 5,55 cdefghijk sete.Ma.l 169,90 defghijkl

zero.Ma.G 5,53 cdefghijk zero.Zam.A 169,10 defghijkl
sete.Ma.D 5,49 cdefghijk sete.Bom.H 168,91 defghijkl
zero.Ma.B 5,41 cdefghijkl zero.Zam.D 167,96 efghijkl
zero.Ma.A 5,32 cdefghijkim zero.Ma.l 167,31 efghijkl
sete.Bom.| 5,27 defghijklm sete.Bom.| 166,26 efghijkl
zero.Zam.D 5,12 efghijkimn zero.Ma.B 165,34 efghijkl
sete.Bom.D 5,09 efghijkimno zero.Bom.A 164,14 efghijkl
zero.Zam.G 5,05  fghijklmnop sete.Zam.| 161,00 fghijklm
sete.Ma.B 4,95 ghijkimnopg | sete.Bom.B 160,72 fghijklmn
zero.Bom.G 4,94 ghijklmnopg | sete.Zam.G 158,88 fghijklmno
zero.Ma.l 4,90 hijkimnopqg zero.Bom.H 158,23 fghijklmnop
sete.Ma.H 4,79 ijkimnopqr sete.Zam.E 157,28 fghijklmnop
sete.Bom.H 4,78 ijkilmnopqr sete.Zam.H 152,92  ghijkimnopq
zero.Zam.C 4,73 jklmnopgr sete.Zam.F 151,82  ghijkimnopq

sete.Ma.l 4,61 klmnopqr zero.Zam.G 150,75 hijkimnopq
zero.Zam.A 4,43 Imnopqr sete.Bom.G 149,50 hijkimnopq
zero.Bom.B 4,41 mnopqr zero.Ma.E 146,66 hijkimnopgr
sete.Zam.E 4,36 mnopqr zero.Bom.B 146,11 hijkimnopqr
sete.Bom.G 4,35 mnopgrs sete.Ma.A 140,19 ijkimnopgr
zero.Bom.D 4,17 nopgrst sete.Ma.F 139,90 jklmnopgr
sete.Ma.A 4,11 opgrstu zero.Bom.| 139,38 jklmnopqr
sete.Zam.| 4,10 pgrstu sete.Ma.E 130,05 jklmnopgrs
sete.Bom.B 4,07 pgrstu zero.Ma.H 128,66 kimnopqrs
sete.Ma.C 4,04 grstu sete.Ma.C 127,43 Imnopqrs
sete.Zam.B 4,00 qrstu zero.Ma.C 119,60 mnopqgrs
zero.Zam.E 3,84 rstu sete.Ma.H 119,40 mnopqrs
zero.Ma.D 3,37 stu zero.Ma.A 118,43 nopqrs
sete.Bom.F 3,29 tu sete.Bom.D 118,05 opgrs
zero.Zam.B 3,18 u sete.Ma.D 116,41 opgrs
zero.Bom.E 0,01 % zero.Ma.D 116,16 pars
zero.Ma.E 0,01 v zero.Bom.C 114,69 qrs
zero.Zam.F 0,01 % zero.Bom.D 113,27 qrs
zero.Bom.F 0,01 % sete.Bom.F 111,45 grst
zero.Bom.C 0,01 Y zero.Bom.G 106,21 rst
zero.Ma.H 0,00 \Y sete.Bom.E 96,46 st
zero.Ma.F 0,00 \ sete.Ma.G 70,12 t

Nota - Foram comparadas médias de diferentes tempos de ‘Conservagao’. Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=20 peras). As letras A, B, C, D, E, F, G, H, |
COrrespOndem as datas de ConserVaQéO, respetivamente: to, t15.16, 129-30, t50-63, t78-01, {107-120, t141-154, t162-175, t212-225.
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Tabela 41 - Valores das médias e grupos de significAncia obtidos apds a realizacdo dos testes de Tukey para a
relagdo entre a interagao tipo de ‘Conservagao’ versus ‘Data’ versus ‘Pomar’ e os parametros ‘PPO’ e ‘ADH’,
para ‘Data’=(0,7), ‘Cons’=[0,225[ e ‘Pomar’ = ‘Zam’, ‘Ma’ e ‘Bom’ separadamente (n=20)

PPO ADH
sete.Bom.E 11,41 a zero.Bom.H 20,49 a
sete.Bom.| 11,10 a sete.Ma.C 16,05 b
sete.Ma.D 9,39 ab sete.Zam.C 12,63 c
zero.Bom.l 8,87 abc sete.Bom.H 9,89 cd
sete.Bom.D 8,76 abcd zero.Zam.F 8,06 de
sete.Bom.F 7,65 bcde zero.Bom.C 6,92 def
sete.Ma.E 7,49 bcdef sete.Bom.D 6,30 efg
sete.Ma.l 7,24 bcdefg sete.Bom.| 5,91 efgh
sete.Ma.F 7,15  bcdefg zero.Ma.l 5,33 efghi
sete.Ma.G 6,65 bcdefgh | sete.Bom.C 4,58 fghij
sete.Bom.G 6,26 cdefghi | zero.Zam.C 4,43 fghij

zero.Bom.E 6,01 defghi | zero.Bom.F 4,21 fghijk
sete.Bom.H 5,97 defghi | zero.Bom.E 4,18 fghijk
zero.Bom.C 5,27 efghij sete.Ma.B 4,15 fghijkl
sete.Zam.F 5,08  efghik | zero.Bom.I 3,97 fghijklm
zero.Bom.B 4,64 fghijkl | zero.Bom.D 3,86 ghijkimn
sete.Bom.C 4,55 ghijkl sete.Ma.D 3,68  ghijklimno
sete.Ma.C 4,25 hijkim | zero.Bom.G 3,52  ghijklmnop
sete.Bom.B 4,17 hijklm zero.Ma.B 3,50 ghijklmnop
sete.Zam.E 4,10 hijkim | sete.Bom.B 3,21  hijkimnopq
sete.Zam.| 4,03 hijkim sete.Zam.| 3,17  hijkimnopq
sete.Ma.H 3,90 hijkim | sete.Zam.G 3,12  hijkimnopq
sete.Ma.A 3,43 ijklmn zero.Ma.E 3,01  hijkimnopq
sete.Zam.H 3,00 jkimno | sete.Zam.D 2,98 hijkimnopqg
zero.Bom.D 298  jkimno zero.Ma.G 2,95 hijklmnopg
zero.Bom.G 2,88 jkimnop | zero.Zam.| 2,91  hijklmnopq
sete.Zam.G 2,74 jkimnop | zero.Zam.H 2,90 hijkimnopq
sete.Ma.B 2,71 jkimnop | sete.Bom.G 2,72 ijklmnopq
zero.Ma.A 2,66 jkimnop | sete.Ma.G 2,70  ijkimnopqg
zero.Bom.F 2,63 jkimnop | sete.Zam.B 2,69 ijkimnopq
zero.Ma.E 2,43 jkimnop | sete.Bom.E 2,49 ijkimnopq
zero.Ma.H 2,42 jkimnop | sete.Zam.F 2,49 ijkimnopq
zero.Bom.H 2,40 kimnop sete.Ma.F 2,42  ijkimnopqg
zero.Ma.G 2,08 Imnop | sete.Zam.H 2,15  jklmnopq
zero.Ma.C 1,80 Imnop sete.Ma.H 2,11 jkimnopq
zero.Ma.l 1,60 mnop zero.Ma.H 2,11 jklmnopq
zero.Bom. A 1,59 mnop sete.Bom.F 2,07 jklmnopq
zero.Ma.D 1,58 mnop zero.Zam.E 1,95  jkimnopq
zero.Ma.B 1,41 mnop zero.Ma.F 1,93 jkimnopq
sete.Zam.D 1,40 mnop zero.Zam.G 1,91 jkimnopq
zero.Zam.B 0,82 nop sete.Ma.l 1,65  jkimnopq
sete.Zam.C 0,66 nop zero.Bom.B 1,55  jkimnopq
zero.Zam.D 0,60 nop zero.Ma.D 1,29 kimnopq
zero.Zam.G 0,56 nop zero.Ma.A 1,24 kimnopq
zero.Zam.E 0,51 op zero.Zam.A 1,10 Imnopq
zero.Zam.F 0,44 op zero.Zam.D 1,06 mnopq
sete.Zam.B 0,41 op zero.Bom.A 0,98 mnopq

zero.Zam.H 0,39 op sete.Ma.A 0,84 nopq
zero.Ma.F 0,34 op sete.Ma.E 0,76 opq
zero.Zam.C 0,29 op zero.Ma.C 0,72 opq
zero.Zam.| 0,25 op sete.Zam.E 0,54 pg
zero.Zam.A 0,11 p zero.Zam.B 0,40 q

Nota - Foram comparadas médias de diferentes tempos de ‘Conservagao’. Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (n=20 peras). As letras A, B, C, D, E, F, G, H, |
COrrespOndem as datas de Conser\/agao, reSpetiVamente: to, t15.16, 129-30, t50-63, t78-01, {107-120, t141-154, t162-175, t212-225.
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