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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
(OEM), comercial e extraido de folhas, sobre a severidade de podriddes causadas por
Penicillium expansum, bem como sobre a qualidade pds-colheita de magas ‘Fuji’ e identificar
o perfil do OEM. Para a analise quimica dos 6leos essenciais foram utilizadas amostras dos
oOleos extraidos de folhas coletadas em diferentes épocas (primavera, verdo, inverno e outono)
e do 6leo comercial, o perfil de volateis foi caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa. Foram conduzidos experimentos in vivo para avaliar o efeito do OEM,
extraido e comercial, sobre a qualidade do fruto e controle de mofo-azul em magas ‘Fuji’, em
condicdo ambiente e armazenamento refrigerado. Os tratamentos avaliados foram (0, 50, 99 e
254 uL L) do 6leo essencial (OE) extraido, e de (0, 50, 82 e 274 uL L) do OE comercial para
0 experimento em condigdo ambiente. E de (0, 43, 85 e 124 uL L) do OE extraido, e de (0, 49,
78 e 126 pL L) do OE comercial para em armazenamento refrigerado, aplicados por
vaporizacdo. Os frutos inoculados com P. expansum foram avaliados quanto a severidade de
podriddo. Frutos ndo inoculados foram avaliados os atributos de firmeza de polpa, sélidos
soluveis, acidez titulavel, cor de epiderme, taxas respiratoria e de producdo de etileno,
compostos fenolicos totais, atividade da enzima peroxidase e perfil de compostos volateis. Em
condicdo ambiente 0 OEM extraido e comercial, proporcionaram aumento na taxa de producao
de etileno, ainda 0 OEM extraido apresentou frutos com maiores valores de C e frutos menos
firmes. O OEM comercial interferiu no aumento na taxa de respiratdria, diminuiu os valore de
L* e acidez titulavel dos frutos. No experimento de armazenamento refrigerado, a aplicacéo de
OEM extraido e comercial, diminuiram a taxa de producédo de etileno e taxa respiratoria, em
todas as doses aplicadas, diminui os valores de L* e C e reduziu a firmeza dos frutos, 0o OEM
comercial causou redugdo nos valores de croma. Ambos os OEM (extraido, comercial)
apresentaram reducdo na severidade de mofo-azul, em todas as doses aplicadas. Em relagéo aos
compostos aromaticos dos frutos, foi identificado que a aplicacdo do OEM em todas as
dosagens, interferiu no odor do fruto, diminuindo a area relativa ou ainda inibiu os compostos
principais caracteristicos do aroma de magds em ambos 0s experimentos. Foi possivel
identificar a presenca de compostos principais do OEM no odor das magcés tratadas. Em relacéo
a analise sensorial dos frutos, no experimento de armazenamento refrigerado, frutos submetidos
ao tratamento com OEM (extraido e comercial) diminuiram a aceitagdo do consumidor, tanto
olfativa quanto a preferéncia de compra, e essa preferéncia diminui com o aumento da dose

aplicada. Na analise de composic¢ao quimica do OEM extraido, observou que existe diferenca



no perfil de volateis em funcdo da época do ano em que foi realizada a extragdo do OE, foi
verificado diferenca na area relativa e ou ainda auséncia de alguns compostos em determinadas

épocas do ano.

Palavras-chave: Malus domestica (Borkh.). Mofo-azul. Odor.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of Melaleuca alternifolia (OEM)
essential oil, commercial and extracted from leaves, on severity of rot caused by Penicillium
expansum, as well as on the post-harvest quality of 'Fuji' apples and to identify the OEM profile.
For the chemical analysis of essential oils samples of oils extracted from leaves collected at
different times (spring, summer, winter and autumn) and commercial oil were used, the volatile
profile was characterized by gas chromatography coupled with mass spectrometry. In vivo
experiments were carried out to evaluate the effect of the OEM, extracted and commercial, on
the quality of the fruit and control of blue mold in 'Fuji' apples, in ambient conditions and cold
storage. The evaluated treatments were (0, 50, 99 and 254 pL L) of the essential oil (OE)
extracted, and (0, 50, 82 and 274 pL L) of the commercial OE for the experiment in ambient
conditions. And of (0, 43, 85 and 124 pL L1) of the extracted OE, and of (0, 49, 78 and 126 uL
L) of the commercial OE for in cold storage, applied by vaporization. The fruits inoculated
with P. expansum were evaluated for rot severity. Uninoculated fruits were evaluated for pulp
firmness, soluble solids, titratable acidity, skin color, respiration and ethylene production rates,
total phenolic compounds, peroxidase enzyme activity and volatile compounds profile. In
ambient conditions, the extracted and commercial OEM provided an increase in the ethylene
production rate, while the extracted OEM presented fruits with higher C values and less firm
fruits. The commercial OEM interfered in the increase in the respiratory rate, decreased the
values of L* and titratable acidity of the fruits. In the cold storage experiment, the application
of extracted and commercial OEM, decreased the ethylene production rate and respiratory rate,
in all applied doses, decreased the values of L* and C and reduced the firmness of the fruits,
the commercial OEM caused reduction in chroma values. Both OEM (extracted, commercial)
showed a reduction in the severity of blue mold, in all doses applied. Regarding the aromatic
compounds of the fruits, it was identified that the application of the OEM in all dosages,
interfered in the odor of the fruit, decreasing the relative area or still inhibiting the main
compounds characteristic of the aroma of apples in both experiments. It was possible to identify
the presence of major OEM compounds in the odor of the treated apples. In relation to the
sensory analysis of the fruits, in the refrigerated storage experiment, fruits subjected to
treatment with OEM (extracted and commercial) decreased consumer acceptance, both
olfactory and purchase preference, and this preference decreases with the increase in the applied
dose. In the analysis of the chemical composition of the extracted OEM, he observed that there

is a difference in the profile of volatiles depending on the time of year in which the extraction



of the OE was carried out, a difference in the relative area was verified and or even the absence
of some compounds at certain times of the year.

Keywords: Malus domestica (Borkh.). Blue mold. Odor.
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1 INTRODUCAO

A maca (Malus domestica Borkh) € a segunda fruta de clima temperado mais produzida
no Brasil, cuja producgdo estd concentrada em quatro estados: Santa Catarina, Rio Grande do
Sul, Parana e Sdo Paulo. Santa Catarina e Rio Grande do Sul sdo os maiores produtores
brasileiros, representando mais de 95% da producdo total, sendo que apenas Santa Catarina
responde por 59% da producdo nacional (MATTEI; BITTENCOURT, 2019). Grande parte
dessa producdo fica armazenada durante o ano, e neste periodo ocorrem muitas perdas, causadas
principalmente por podrid6es pds-colheita (FACHINELLO et al., 2011).

As magas ‘Fuji’ apresentam grande susceptibilidade a podriddes podendo chegar até
23% apos a retirada da camara (ARGENTA et al., 2015). O mofo-azul é umas das podriddes
mais importantes no cultivo da macd, estando presente em praticamente todas as regides
produtoras de magd no mundo. A contaminacgéo dos frutos pode ocorrer ainda no campo ou no
seu manuseio pos-colheita, e sua ocorréncia durante o armazenamento acaba por resultar em
perdas quantitativas (DAROLT, 2016).

Para o controle dessa e de outras doencas sdo utilizados fungicidas sintéticos de amplo
espectro de atuacéo, que, por muito tempo, foram muito eficazes, mas, com o passar dos anos,
alguns acabaram ocasionando selecédo de fungos resistentes (SHAO et al., 2013; ROMANAZZI
et al., 2016). Este fator, aliado ao aumento da preocupacgdo dos consumidores com 0 meio
ambiente, faz com que se procure solucdes e métodos alternativos, que sejam mais seguros,
viaveis e eficientes no controle dos fitopatdgenos (SILVA et al., 2010).

Os o6leos essenciais (OEs) apresentam potencial para controle de doencas em plantas, e
varios autores demonstraram a eficiéncia destes na reducgéo do crescimento micelial de fungos
fitopatogénicos. Os OEs podem ser ativos contra um amplo espectro de espécies de
microrganismos, porém as concentracbes minimas inibitorias podem variar de acordo com o
fitopatogeno (ANTUNES; CAVACO, 2010) e da espécie vegetal de onde foi extraido o OE
(VIEIRA, 2016). O mecanismo de agdo dos OEs como fungicidas ainda ndo esta bem
esclarecido, mas a sua eficacia esta relacionada com a antagonismo de diferentes compostos
guimicos que compdem o mesmo (BANANI et al., 2018).

A composi¢do quimica do Oleo essencial (OE) relaciona-se com a concentragdo de
metabolitos secundarios nas plantas, que é controlada por aspectos genéticos e pelas interacfes
entre o genotipo/ambiente (SILVA et al., 2010). Outros fatores também séo importantes para a
composi¢do do OE, tais como, luz, agua, temperatura, nutrientes, idade da planta, estadio de
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desenvolvimento, ponto de colheita e processo de secagem da matéria-prima entre outros
(OLIVEIRA et al., 2012).

O Oleo essencial de Melaleuca alternifolia é conhecido e muito estudado devido a sua
acao antimicrobiana, resultante da combinacdo dos seus compostos individuais, podendo
ocorrer modificagdes na sua composi¢do devido a sua localizacdo geogréfica, condicGes
ambientais e ecoldgicas. Os principais compostos encontrados na maioria das espécies de
Melaleuca sdo 1,8-cineol, terpinen-4-ol, terpinoleno, o-terpineno, y-terpineno e alcoois
sesquiterpenos (SHARIFI-RAD et al., 2017).

Os OEs sdo constituidos, de diversos componentes quimicos que, em conjunto,
conferem propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antiflngicas e inseticidas, apresentando
boa capacidade de controlar o crescimento de uma ampla variedade de microrganismos,
apresentando baixa toxidez (BAKKALI et al.,, 2008; CHOUHAN; SHARMA; GULERIA,
2017). Constitui-se em uma alternativa interessante para o controle tanto do mofo-azul, como
para outras doengas pos-colheita.

A qualidade do OEM é determinada pelas concentra¢fes dos compostos terpinen-4-ol,
1,8-cineol, que devem ser de no minimo 30% para terpinen-4-ol e no maximo de 15% de 1,8-
cineol, devido sua propriedade irritante (CARSON; RILEY, 1995; CASTELO et al., 2013). A
alteracdo dos compostos majoritarios nos OEs, seja por fatores bidticos ou abidticos, pode
influenciar diretamente nos resultados de testes sobre os fitopatdgenos (MORAIS, 2020).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
(OEM), comercial e extraido de folhas, sobre incidéncia e severidade de podriddes causadas
por Penicillium expansum, bem como sobre a qualidade pés-colheita de magas ‘Fuji’ e
identificar o perfil do OEM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DA MACA:

No agronegdcio catarinense a mac¢a ocupa um lugar de destaque, com cerca de 2.990
produtores, que produzem, como variedades principais, as cultivares Gala e Fuji (EPAGRI,
2020). A producdo esta em crescimento e, na safra 2016/2017, atingiu uma produtividade de
623.926,60 toneladas, com um rendimento médio de 40.972,60 kg ha™* (EPAGRI, 2019).

O desperdicio de alimentos ocorre em todas as fases da cadeia alimentar, sendo 28%
realizada pelos consumidores, 28% na producéo, 17% no mercado e distribuicdo, 22% durante
0 manejo e armazenamento e 6% no processamento. No Brasil, a fome afeta a 14 milhdes de
pessoas, no processo de venda de alimentos o pais desperdica 22 bilhdes de calorias, o que seria
suficiente para satisfazer as necessidades de 11 milhdes de pessoas e permitiria a redugédo da
fome em niveis inferiores de 5%. As frutas, de maneira geral, apresentam uma vida Gtil reduzida
guando comparados a outros produtos agricolas tais como gréaos e cereais, devido ao elevado
teor de umidade que possuem, sdo produtos que apresentam perdas na producdo devido ao
manuseio incorreto, que ocorre desde a colheita até chegar ao consumidor final (FAO, 2020).

As perdas podem ser ocasionadas por disturbios fisiolégicos, acondicionamento
indevido, senescéncia, danos mecéanicos e pela ocorréncia de podridées (FACHINELLO et al.,
2011). O processo de deterioracdo dos frutos por podriddes ocorre por doencas que acometem
os frutos em pos-colheita, podendo ser oriundas de infec¢oes latentes, que ocorreram nos frutos
ainda no pomar, ou por infec¢des originarias de ferimentos decorrentes do manuseio durante a
colheita (OGOSHI et al., 2019).

A producdo concentrada de macd em um curto periodo do ano faz com que seja
necessario o armazenamento de grande parte da producdo com o objetivo de ofertar frutos com
qualidade ao longo do ano, na entressafra. Para isso se fazem necessarios procedimentos
adequados de manuseio e armazenagem, de forma a evitar ou minimizar perdas pés-colheita,
especialmente aquelas causadas por fungos patogénicos (BEKELE et al., 2016; LI et al., 2017).

As magas ‘Fuji’, quando armazenadas por longos periodos, podem apresentar mais de
6% de perdas por podriddes na abertura da camara fria, e esses valores podem chegar a 23%,

apos 7 dias em temperatura ambiente, durante a comercializacdo (ARGENTA et al., 2015).
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2.2 Penicillium expansum:

Os fungos sdo microrganismos causadores de doengas em pos-colheita, o que acaba
causando a deterioracdo dos frutos. A sua colonizagdo no fruto ocasiona diversos danos, tais
como manchas e podriddes, que diminuem a qualidade do fruto, provocando assim mudangas
visuais, de sabor e firmeza dos frutos, tornando-os ndo aptos ao consumo (OLIVEIRA et al.,
2015).

Um dos géneros causadores de doencas é o Penicillium, este género é composto de
diversas espécies e algumas destas sdo responsaveis pela deterioracao de frutos e vegetais, este
fungo possui diversos hospedeiros entre eles macés, peras, nectarinas, péssegos, morangos entre
outros (ERRAMPALLI, 2014). E um fungo que acomete os frutos na fase de pds-colheita,
podendo em alguns casos produzir micotoxinas, como a patulina, que é produzido por todos o0s
isolados de P. expansum (FRISVAD; SAMSON, 2004; PITT; HOCKING, 2013). As
micotoxinas representam ameaca a salde publica, pois podem causar sintomas cronicos e
agudos em humanos e animais, incluindo vémitos, perdas na reproducdo, reducdo de
crescimento e imunossupressdao. Além disso, sdo responsaveis por perdas financeiras
significativas nas industrias de alimentos, que armazenam, produzem e processam frutas e seus
derivados (ERRAMPALLI, 2014).

O Penicillium expansum é um fungo que ocorre mundialmente, estando presente em
muitos habitats de solo, onde geralmente é encontrado no material de decomposicdo nos
pomares. A penetracdo do fungo no fruto ocorre a partir de ferimentos ou abertura naturais, pois
é incapaz de atravessar a cuticula do fruto. A contaminagdo pode ocorrer ainda no campo,
podendo ficar latente e apresentar os sintomas somente no armazenamento (MONDINO et al.,
2009; ERRAMPALLLI, 2014). A germinagdo dos esporos é a etapa inicial para os fungos
infectarem o hospedeiro, os conidios requerem Oz reduzido, ambiente imido na ferida recente
e fonte metabolizavel de compostos orgéanicos ou secre¢des naturais dos hospedeiros para se
desenvolverem (ERRAMPALLLI, 2014).

Este fungo é o agente causador da doencga conhecida como mofo-azul ou podriddo mole.
Esta podriddo apresenta desenvolvimento rapido, no inicio da lesdo apresenta coloracéo
castanha clara, apds apresenta esporulacdo esbranquicada e com a evolucao da doenga conidios
de cor azulada. A leséo apresenta consisténcia aquosa e macia, o tecido apresenta uma margem
bem definida, entre o tecido doente e o saudavel, sendo que essas caracteristicas, associadas ao
odor de mofo nas frutas deterioradas, indicam o diagnostico de mofo-azul (VAN DER WALT
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et. al., 2010; GAO et al., 2013). Trata-se de uma das principais doengas que acometem a maca
na fase de pds-colheita. A contaminacgdo dos frutos ocorre ainda no campo, mas geralmente o0s
sintomas comecam a aparecer durante o periodo de armazenamento, comprometendo a
comercializacdo dos frutos (DAROLT, 2016). Argenta et al. (2017) avaliaram podriddes em
magés cultivares Gala e Fuji, coletadas em camaras de armazenamento comercial, sob
atmosfera controlada, e constataram a presenca do mofo-azul com incidéncia de 27,5% na
cultivar Gala e 24,6% na cultivar Fuiji.

A incidéncia de podriddes causadas por Penicillium expansum durante o
armazenamento causa um impacto econdmico na cadeia produtiva da maca devido as perdas
que ocorrem. A aplicacdo de fungicidas pds-colheita, ou de tratamentos alternativos mais
sustentaveis, sdo estratégias que contribuem para minimizar este problema (OGOSHI et al.,
2019).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

As propriedades medicinais das plantas tém recebido cada vez mais atencdo devido aos
beneficios dos fitoquimicos que as constituem, e seus efeitos sobre a salide humana. As plantas
sintetizam compostos biologicamente ativos, que sdo produtos do metabolismo secundario e
estdo relacionados com a interacéo da planta com o ambiente (CORREA JUNIOR et al., 1994;
CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017).

Os extratos e Gleos essenciais apresentam propriedades antibacteriana, antifungica,
antiparasitaria, acdo inseticida e atividade antioxidante, podendo ser fonte de novos compostos
antimicrobianos, para conservar alimentos e ainda tratar de doencas infecciosas (ASTANI,
REICHLING, SCHNITZLER. 2009; SAFAEI-GHOMI, AHD, 2010).

OEs séo obtidos da destilacdo de material vegetal de flores, folhas, galhos, frutos, casca,
semente, e constituidos por diversos compostos volateis, podem, possuem fragrancia
geralmente agradavel e intensa na maioria dos 6leos, sdo0 menos densos e mais viscosos que a
agua em temperatura ambiente (DEVI et al.,, 2010; NAVARRETE et al.,, 2011). Séo
constituidos por Vvarios compostos, com concentracbes muito varidveis, e geralmente
apresentam cerca de dois ou trés componentes majoritarios, que em sua maioria encontram-se
em altas concentracdes. A quantidade dos compostos varia dependendo da espécie da planta,
assim como a parte utilizada para obtencdo do OE. Essas substancias séo derivadas de terpenos,
ésteres, hidrocarbonetos, alcoois, compostos fendlicos, aldeidos, cetonas, fendis, 6xidos,
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peroxidos, lactonas, cumarinas e compostos com enxofre (GILLES et al., 2010; SILVEIRA et
al., 2012; CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017). A exploracdo da atividade bioldgica
desses compostos pode contribuir e apresentar potencial para o controle de doencas em plantas
cultivadas. Os OEs apresentam efeitos positivos no controle de doenca em plantas, que podem
estar relacionados com as propriedades antimicrobianas e fungistaticas do OE (BRUM et al.,
2014).

Na area de pés-colheita existem diversas pesquisas com produtos alternativos como
opcao a utilizacdo de fungicidas sintéticos, de modo a reduzir os potenciais danos a saude
humana e ao meio ambiente. Neste cenario, 0os metabdlitos produzidos pelas plantas se
apresentam como alternativa promissora, devido a diversidade das classes de compostos
produzidos (CABRAL et al., 2013).

Os OEs tém demonstrado boa capacidade em controlar o crescimento de uma ampla
variedade de microrganismos. Atualmente os OEs apresentam destaque devido as suas
propriedades antimicrobianas e por apresentarem uma alternativa sustentavel ao meio ambiente
é muito utilizado nas areas farmacéutica, nutricional e agricola, por apresentarem baixa toxidez.
Muitos desses OE ja sdo reconhecidos como seguros pelo Food and Drug Administration (FDA)
para uso em produtos de consumo humano, sendo uma alternativa promissora para o controle
tanto do mofo-azul como outras doencas pos-colheita (BAKKALI et al., 2008; LANG;
BUCHBAUER, 2011; PRAKASH et al., 2015).

A acdo antimicrobiana dos OE, no controle de doencas, depende de varios fatores, como
a natureza quimica dos seus componentes, a dose aplicada, tempo de exposi¢do, métodos
utilizados na aplicacdo e a interacdo com outras substancias (ROCHA NETO et al., 2019).
Diversos 0leos apresentam-se efetivos, reduzindo ou inibindo o crescimento de fitopatogenos,
dentre eles 6leo essencial de melaleuca, liméo, gengibre, copaiba e manjericdo, no controle de
Colletotrichum gloeosporioides (RAMOS; ANDREANI JUNIOR; KOZUSNY- ANDREANI,
2016), pitanga, melaleuca, guacatonga, sobre Botrytis cinerea em uvas (GARCIA et al, 2019),
alecrim, melaleuca, canela, citronela, cravo, anis estrelado, palmarosa e vetiver, sobre o
crescimento de P. expansum em magas ‘Fuji’ (VIEIRA et al., 2018; ROCHA NETO et al.,
2019).
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2.4 OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca alternifolia

A melaleuca é uma arvore nativa da Australia, com ocorréncia natural na regido costeira
ao norte de Nova Gales do Sul. Nesta regido concentram-se os principais produtores de OE,
sendo os principais fornecedores em nivel mundial. E uma arvore da familia da Myrtaceae, que
pode chegar até 5 metros de altura. O género Melaleuca compreende mais de 250 espécies,
sendo que a Melaleuca alternifolia, possui casca fina, semelhante a folhas de papel, apresenta
coroa espessa, suas folhas sdo sésseis, alternadas e dispostas em espiral, ao redor da raquis, com
florescimento ocorrendo no final da primavera e inicio do verdo (RIELD,1997; DE GROOT;
SCHMIDT, 2016).

E uma planta aromatica, de crescimento rapido, que apresenta grande interesse
econémico devido a presenca de Oleo volatil armazenado no seu tecido foliar. Este é muito
utilizado por industrias farmacéuticas, de cosmeticos, limpeza, alimentos, sendo utilizado em
praticamente todo 0 mundo (CASTRO et al., 2005; MARTINS et al., 2011). A longa historia
de uso da planta e a importancia medicinal que ela apresenta, é devido as propriedades
bactericidas, antiviral, anti-inflamatoria, anestésica, inseticida, acaricida e fungicida contra uma
ampla variedade de patdgenos (RIELD, 1997; MARKHAM, 1999; DE GROOT; SCHMIDT,
2016). O OEM ¢ extraido das folhas, ramos, caule e ramificacdes, através da destilacdo, que
pode ser feita por hidrodestilaco ou arraste de vapor (MARTINS et al., 2011; GOMEZ-
RINCON; LANGA et.al., 2014).

O OEM apresenta coloracdo amarelo palido transparente, odor de cénfora, com
rendimento que varia de 1,0% a 1,8%. Como o 0leo essencial esta inserido e estabelecido no
mercado, muitas andalises foram feitas para determinar o padrdo de qualidade ideal para sua
comercializacdo (CASTELO et al., 2013), e a ISO 4730:2004, fornece os padrdes de qualidade
do 6leo de OEM, devendo o OE possuir concentra¢cbes minima e maxima dos principais
compostos dentro de especificacdes predeterminadas [terpinen-4-ol (30% - 48,0%), 1,8-cineol
(maximo de 15%), y-terpineno (10"% - 28,0%), a-ternineno (5,0% - 13%), a-Terpineol (1,5%
- 8,0%) e p-cymeno (0,5% - 8,0%)] (CARSON; RILEY, 1995; DE GROOT; SCHMIDT, 2016).
Os teores dos metabolitos secundarios presentes no OE podem sofrer variagdo devido a fatores
genéticos, ou ainda pela interacdo entre o gendétipo e ambiente (SILVA et al., 2002). Porém,
também podem ser influenciados pela época, horario de colheita e modo de secagem do material

vegetal, que sera utilizado como matéria-prima (SILVA; CASELI, 2000).
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O efeito do OEM foi constatado por diversos estudos, demonstrando a sua eficacia
sobre patdgenos em pos-colheita (CHENG; SHAO, 2011; EBANI et al., 2018; JOBLING,
2018). OEs possuem a caracteristica de serem hidrofobicos, permitindo que interajam com a
membrana plasmatica dos fungos. Podendo romper as estruturas da membrana, ou ainda alterar
a sua permeabilidade. O OEM demonstrou causar danos a parede celular dos conidios de P.
expansum, e interagir com a membrana plasmatica, rompendo a camada lipidica, extravasando
glicose, proteina e DNA (PEREZ-AFONSO et al., 2012; ROCHA NETO et al., 2019).

Alves et al. (2019) identificaram que 0 OEM inibiu totalmente o crescimento micelial
de Alternaria alternata em tratamento em in vitro, apresentando efeito semelhante ao fungicida
comercial Thiran. Martins et al. (2011) verificaram que o OE impediu o desenvolvimento dos
fungos fitopatogénicos de Alternaria alternata, Macrophomina phaseolina e Sclerotinia
sclerotiorum. Chidi; Bouhoudan; Khaddor (2020) constataram que o OEM inibiu
completamente o crescimento de Penicillium verrucosum e Penicillium griseofulvum in vitro,
na pos-colheita de uva desidratada e em lentilha. Cruz et al. (2015) observaram que, com a
aplicacdo do OEM in vivo em maca ‘Fuji’, ocasionou menor incidéncia e diminuiu a severidade
causada da podriddo causada por Penicillium expansum, apresentando uma alternativa

econdmica e ecologicamente vidvel de controle de doengas de plantas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AVALIACAO DO PERFIL DE COMPOSTOS VOLATEIS EM OLEO ESSENCIAL DE

Melaleuca alternifolia

3.1.1 Material botanico

O material botanico foi retirado da planta Melaleuca alternifolia (Figura 1), que foram
coletadas no Instituto Federal Catarinense, localizado no municipio de Santa Rosa do Sul (SC),
com coordenadas, a 29° 08' 15" de latitude Sul e 49° 42' 45" de longitude oeste.

As coletas foram realizadas nos meses de fevereiro (amostra de verao), maio (outono),
agosto (inverno) e novembro (primavera), no periodo da manha. Apos as coletas as amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos identificados e encaminhados ao Laboratério de
Fisiologia e Tecnologia Pos-colheita do CAV/UDESC, para secagem, desfolha e extracdo do
OE.

Cada coleta foi composta de quatro repeticdes, cada repeticdo composta por material
vegetal de trés arvores proximas (Figura 2), sendo que cada repeticdo estava localizada em um
ponto extremo do bosque de melaleucas. As repeti¢cdes foram compostas de aproximadamente
1 kg de folhas secas para destilacdo do OE.

Figura 1- Area de coleta de Melaleuca altenifolia, localizadas no Instituto Federal

Catarinense- Campus Santa Rosa do Sul.

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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Figura 2 - Demonstragdo da area em que foi obtido o material vegetal para a destilacdo
do 6leo esséncia de Melaleuca alternifolia, e como foi 0 agrupamento de

plantas utilizadas para coleta de material vegetal de cada repeti¢éo.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

3.1.2 Destilacéo do 6leo essencial

Os galhos da melaleuca foram secos naturalmente em ambiente controlado (23+£2°C/
UR de 65+5%) por um periodo de sete dias. Apds este periodo foi realizada a desfolha e
extracdo do OE por meio de destilacao por arraste de vapor, em destilador de OE (Solab, modelo
SL-76, Brasil). O processo de destilagéo foi realizado na temperatura de 115°C e durou 2 horas
apos verificar a saida das primeiras gotas de OE. Apos esse periodo, o OE foi separado do
hidrolato, e armazenado em recipientes de vidro de 20 mL (ambar), mantidos em local escuro

e em temperatura ambiente até a realizacdo da analise de perfil de compostos volateis.

3.1.3 Anélise do perfil de compostos voléateis do oleo essencial

Para o isolamento dos compostos volateis do éleo essencial, foi utilizado 1 mL de cada
amostra de 0leo essencial, acondicionado em vial de 40 mL com headspace para leitura em
cromatografo gasoso (Perkin Elmer, modelo Clarus 680, EUA) acoplado ao espectrometro de
massas (Perkin Elmer, modelo Clarus SQ8S, EUA). A amostra permaneceu em equilibrio em

banho maria a 30 £ 1,0°C, durante 30 min, sendo constantemente agitada por uma barra
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magnética dentro do vial. Apoés foi realizada a coleta dos voléteis do espaco livre de cada vial
com o auxilio de uma seringa (Sigma-Adrich, série A gas Syringe, EUA), e injetada no
cromatografo. O tempo total da corrida foi de 37 min, com temperatura inicial do forno foi de
50°C durante 2 min e uma rampa de aquecimento a uma taxa de 2°C min™* até a temperatura
maxima de 120°C, apds 15°C min' até a temperatura de 250 °C que foi mantida por 1 minuto.
A temperatura no injetor e detector foi de 250 °C. O gés hélio foi utilizado como gés de arraste
com fluxo de 1,0 mL min™.

A identificacdo dos compostos foi baseada na propria biblioteca do cromatografo, que
indicava a probabilidade da similaridade do composto da amostra com os dados contidos no

software.

3.2 PODRIDAO POR Penicillium expansum E QUALIDADE DE MACAS ‘FUII’ EM
FUNCAO DA APLICACAO DE OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca Alternifolia

As macés da cultivar ‘Fuji’, utilizadas nos experimentos, foram colhidas em pomar
comercial do municipio de Vacaria, RS (28° 30" 44" de latitude sul e 50° 56' 02" de latitude
oeste), na safra 2018/2019, e transportados ao Laboratorio de Fisiologia e Tecnologia Pés-
colheita do CAV/UDESC.

Os frutos foram analisados, logo apds a colheita, quanto aos atributos de maturacéo
indices de iodo-amido (1-5), cor vermelha (0-100), firmeza de polpa, solidos sollveis, acidez
titulavel, cor de fundo da epiderme [(h°), lightness (L*) e croma (C)] e taxas respiratoria e de
producéo de etileno.

Os frutos foram padronizados por tamanho, cor, auséncia de infecgdes aparentes e danos
mecanicos, e apos foram desinfestados em uma solucao de hipoclorito de sédio (1,5%), durante
3 minutos. Apo6s, foram lavados com agua para retirada do residuo da solucéo e permaneceram
em temperatura ambiente (23+1°C) até secagem.

Ap0s estarem secos os frutos foram separados em unidades amostrais compostas por 15
frutos e realizadas duas perfuragcdes (2 mm de didmetro com 4 mm de profundidade), em cada
fruto, na regido equatorial, com auxilio de um texturdmetro eletrénico TAXT-plus® (Stable
Micro Systems Ltd, Surrey, Reino Unido), equipado com ponteira de 2 mm de didmetro. Em
cada orificio foi realizada a inoculagio com 10 pL de solucgdo de esporos (10 esporos mL™)
de Penicillium expansum, isolado de macé sintomética com mofo-azul. O fungo foi preservado

e armazenado na colecdo de micologia do Laboratério de Fitopatologia do CAV/UDESC.
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Anterior a sua utilizagdo, o isolado foi cultivado e mantido em placas de Petry, contendo meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA), acrescido de antibidtico (200 mg L™ de sulfato de
estreptomicina). O processo de desinfestacdo e plaqueamento foi realizado em ambiente
asséptico em camara de fluxo laminar. As placas contendo o inéculo foram incubadas em
camara de crescimento na temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas durante sete dias.
A solucédo de esporos foi preparada a partir de colonias puras de P. expansum com 7 dias de
idade, composta de esporos de Penicillium, agua destilada e Tween, calibrado com auxilio de

camara de Neubauer para a concentracao final desejada.

3.2.1 Experimento em condi¢des ambiente

Os frutos foram acondicionados em recipiente cilindrico hermético, de plastico, com
volume de 80 litros, e expostos a aplicacdo de OEM por vaporizagdo, através de (G-TECH,
modelo NEBBCOM V, Brasil) por um periodo de 24 horas. As doses aplicadas foram de (0,
50, 99 e 254 pL L) do OE extraido (verdo), e de (0, 50, 82 e 274 uL L) do OE comercial 1,
onde cada tratamento foi constituido de 4 repeti¢cGes, compostos de 15 frutos inoculados com
Penicillium expansum, e de 4 repeticdes compostas de 15 frutos ndo inoculados.

Os frutos permaneceram em temperatura ambiente (23+1°C/UR de 65+5%) por um
periodo de 7 dias, onde os frutos inoculados foram avaliados quanto a severidade de podridao,
através de medicdes diarias da lesdo no fruto. O restante dos frutos, ndo inoculados, foram
avaliados apos os 7 dias em condi¢Ges ambiente a producdo de etileno, taxas respiratorias, cor
de fundo da epiderme [angulo hue (h°), lightness (L*) e croma (C)], firmeza de polpa, acidez
titulavel, solidos solUveis, conteudo de compostos fenolicos totais, atividade da enzima

peroxidase (POD), e perfil de compostos volateis (aroma).

3.2.2 Experimento em armazenamento refrigerado

Os frutos foram acondicionados em recipiente cilindrico hermético, de plastico, com
volume de 80 litros, e expostos a aplicacdo de OEM por vaporizagao, através de nebulizadores
(G-TECH, modelo NEBBCOM V, Brasil) por um periodo de 24 horas. As doses aplicadas
foram de (0, 43, 85 e 124 uL L) do OE extraido (outono), e de (0, 49, 78 e 126 uL L) do OE

comercial 2, onde cada tratamento foi constituido de 4 repeti¢des, compostos de 15 frutos
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inoculados com Penicillium expansum, e de 4 repeticdes compostas de 15 frutos néo
inoculados.

Os frutos permaneceram armazenados por um periodo de 30 dias em atmosfera
refrigerada (0,5£0,2°C/UR de 90+5%), ap0s a saida da camara os frutos inoculados foram
avaliados dia sim, dia ndo, avaliados quanto a severidade de podridao, através de medicGes
diérias da lesdo no fruto. O restante dos frutos, ndo inoculados, foram avaliados ap6s os 7 dias
em condigdes ambiente (23+1°C/UR de 65+5%) a producéo de etileno, taxas respiratdrias, cor
de fundo da epiderme [angulo hue (h°), lightness (L*) e croma (C)], firmeza de polpa, acidez
titulavel, solidos soltveis, contetdo de compostos fendlicos totais, atividade da enzima
peroxidase (POD) e perfil de compostos volateis (aroma).

3.3 ANALISE DE QUALIDADE DOS FRUTOS

As taxas de producéo de etileno (nmol de CO2 kg s) e respiratorias (nmol C2H4 kg s7)
foram quantificadas por analisador de gases e cromatografia gasosa. Frutos de cada repeticdo
foram acondicionados em recipientes de 4,1 L, com fechamento hermético. As taxas
respiratorias e de produgdo de etileno foram obtidas pela concentracdo de CO2 e CaHg,
respectivamente, presentes no interior do recipiente, depois de meia hora do fechamento deste.
Para a taxa de producdo de etileno, com a utilizacdo de uma seringa plastica de 1,0 mL foram
coletadas trés amostras da atmosfera do espaco livre destes recipientes, as quais foram injetadas
em cromatdgrafo a gas (PerkinEImer®, modelo Clarus 580, EUA), equipado com uma coluna
Porapak N® de 3 m de comprimento (80-100 mesh) e detector de ionizacdo de chama. As
temperaturas da coluna, do detector e do injetor foram de 90; 240; e 120°C, respectivamente.
Os fluxos de nitrogénio, hidrogénio e ar sintético foram de 70; 45 e 450 mL min-1,
respectivamente. A taxa respiratoria (nmol de CO2 kg™ s, foi avaliada ap6s 30 minutos de
fechamento dos recipientes com os frutos, a concentragcdo de CO2 acumulada foi determinada
com analisador automatico de gases (O2 e CO>) (Shelle®, ROHS 2005/95 EC, Alemanha).

A cor de fundo da epiderme foi avaliada em termos de valores de lightness (L*), croma
(C) e angulo ‘hue’ (h°), com o auxilio de um colorimetro (modelo CR 400, Konica Minolta,
Japdo). As leituras foram realizadas na regido equatorial dos frutos.

A firmeza de polpa (N) foi determinada na regido equatorial dos frutos, em duas

superficies opostas, apds a remog¢do de uma pequena por¢do da epiderme, com auxilio de um
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penetrdmetro eletrénico (GUSS Manufacturing Ltd, Africa do Sul), equipado com ponteira de
11 mm de diametro.

Os valores de AT (% acido malico 100 mL de suco) foram obtidos através de uma
amostra de 5 mL de suco, obtido pelo processamento dos frutos em uma centrifuga. Essa
amostra foi diluida em 45 mL de agua destilada e titulada com solu¢do de NaOH 0,1N até pH
8,1, utilizando titulador automético modelo (TitroLine® Easy, Schott Instruments, Mainz,
Rheinland-Pfalz, Alemanha).

Os teores de sélidos soltveis (°Brix) foram determinados em um refratbmetro digital
(modelo PR2010, marca Atago®, Japdo), utilizando uma aliquota do suco obtido pelo
processamento dos frutos.

3.4 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

3.4.1 Preparacao das amostras

Para obtencdo das amostras foram retiradas as cascas de toda superficie distal do fruto,
removida com uma lamina cortante (1 mm de espessura). A amostra de polpa foi retirada por
meio de uma fatia longitudinal, de cerca de 1 centimetro, da por¢do mediana da regido distal do
fruto, descartando a regido do endocarpo e conservando cada lado da fatia.

Imediatamente ap06s as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
em ultrafreezer (Thermo Scientific, 900 Series, EUA). As amostras de polpa foram processadas
com triturador vertical (Philips Walita, R11364, Brasil) e as amostras de casca foram maceradas

em almofariz com nitrogénio liquido.

3.4.2 Obtencéo dos extratos para quantificacdo de CFC

Para a obtencéo dos extratos da polpa foram utilizadas, 5 g de polpa. E para os extratos
de casca foram utilizados 1 g de casca. As amostras foram colocadas em um tubo Falcon
(Zollstr, Suica), adicionando-se 10 mL de metanol/agua destilada (50:50, v/v), com posterior
homogeneizacdo em ultraturrax, modelo (SilentCruscher M, marca Heidolph, Alemanha), e
repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Apos, as amostras foram centrifugadas a
15.000 rpm por 15 minutos a 4°C, em uma centrifuga refrigerada (modelo CR22N, marca
Hitachi, Japdo). O sobrenadante foi filtrado em baldo volumétrico de 25 mL e ao residuo da
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primeira extracdo, foram adicionados 10 mL de acetona/agua destilada (70:30, v/v), com
posterior homogeneizacdo e repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. As amostras
foram submetidas a nova centrifugacdo nas mesmas condigdes. O sobrenadante foi transferido
para o baldo volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e o volume foi completado para 25

mL com &gua destilada. Os extratos foram reservados para anélise de CFT.

3.4.3 Determinacéo do contetdo de CFT na polpa e na casca

Para a anélise do conteido de CFT foi utilizado o método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau modificado (Sigma-Aldrich, Cotia, Brasil). A curva padrdo foi obtida com &cido
galico (BIOTEC, Pinhais, Brasil), nas concentragdes de 0, 10, 30, 50, 70, 90, 100 pL L. Para
analise foram adicionados 5 g de polpa para analise da polpa e 1 g de casca para analise da
casca diluidos, 0,5 mL de Folin-Ciocalteau/agua destilada (1:3), 0,5 mL de amostra e 2,0 mL
da solucdo de carbonato de sédio (Cinética, Jandira, Brasil) 10%. Os tubos foram agitados em
vortex (modelo AV-2, marca Gehaka, Brasil) incubados por uma hora em auséncia de luz.
Realizou-se a leitura no comprimento de onda (1) de 765 nm em leitora de microplacas (modelo
EnSpire, marca PerkinElmer, EUA). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de
acido galico por 100 g de massa fresca da amostra (mg EAG.100 g-1).

3.5 ATIVIDADE ENZIMATICA PEROXIDASE (POD)

Todas as etapas necessarias ao processo de determinacéo da atividade enzimatica foram
executadas a 4°C. A atividade da enzima POD foi determinada conforme método descrito por
Hammerschmidt, Nuckles e Ku¢ (1982), com modificagoes.

Desta forma, em 0,5 g da amostra fresca (ja macerado em nitrogénio liquido) foi
adicionado 5 mL de tampéo de fosfato de potassio (Vetec, Dugue de Caxias, Brasil), 0,200 M
(pH 7,0) contendo 1mM de polivinilpirrolidona insolivel (PVPP) (Vetec, Duque de Caxias,
Brasil) e 1 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Synth, Diadema, Brasil) para
cada 100 mL de tampéo, homogeneizado em (ultra-turrax modelo SilentCruscher M, marca
Heidolph, Alemanha) por 1 minuto e adicionado 0,1% de triton (v/v) (Vetec, Duque de Caxias,
Brasil).

O extrato foi mantido em repouso por 15 min a 8°C e apds centrifugado a 12.000 rpm
por 10 min a 4°C em centrifuga modelo CR22N, marca Hitachi, 0,30 mL do sobrenadante foi
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usado para ensaio enzimatico. Imediatamente apds a adi¢do de 2,7 mL de uma mistura reacional
contendo tampé&o fosfato de potassio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil): guaiacol: H.O> (5 mL:
0,0125 mL: 0,0163mL) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), foi definida a atividade enzimatica como
0 aumento da absorbancia por minuto a 470 nm e o resultado foi expresso em DO/mg de

proteinas /minuto.

3.6 ANALISE SENSORIAL

A anélise sensorial foi realizada no Laboratério de Fisiologia e Tecnologia Pés-colheita
do CAV/UDESC. Para a realizacdo da andlise sensorial, foram separados 5 frutos de cada
tratamento, colocados em um recipiente de 4,1 L que foram mantidos abertos sobre a bancada
e identificados com um codigo. A analise foi realizada por 21 participantes, ndo treinados, do
ndcleo de estudo, onde cada participante recebeu um questionario (Anexo A), que foi
preenchido com as preferéncias olfativas/visual, e com a preferéncia de compra por cada

produto. As escalas heddnicas utilizadas foram:

Preferéncia olfativa/visual:
1=desgostou muitissimo;
2=desgostou muito;
3=desgostou;
4=ndo gostou/nem desgostou;
5=gostou;
6=gostou muito;

7=gostou muitissimo.

Preferéncia de compra:
1= nunca compraria,;
2= compraria raramente;
3=compraria ocasionalmente;
4=compraria frequentemente;

5=compraria sempre.
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3.7 SEVERIDADE DE MOFO-AZUL

A severidade do mofo-azul sobre os frutos foi medida com auxilio de uma régua plastica
transparente milimetrada, medindo-se o didmetro maior e menor das lesdes, e realizada a média
das medigdes para obter o didmetro médio das lesdes.

As medidas das lesdes foram realizadas por seis dias nos frutos que foram submetidos
aos tratamentos e que permaneceram em temperatura ambiente. Para os frutos que foram
inoculados, submetidos aos tratamentos e mantidos em armazenamento refrigerado pelo
periodo de 30 dias, as medidas das lesGes foram realizadas ap0s a retirada dos frutos do
armazenamento refrigerado (saida da cdmara) e por mais 5 dias de manutencao dos frutos em
condic¢des ambiente (23+1°C/UR de 65+5%).

Durante as avaliacdes os frutos permaneceram em condi¢do ambiente (23+1°C UR de
65+5%) sob a bancada do laboratorio, acondicionada em bandejas.

Os dados de severidade de podriddo mofo-azul obtidos foram utilizados para célculo da
area abaixo da curva de progresso da doenca. (AACPD).

A AACPD foi determinada com a formula:

AACPD = X [(Si + Si+1)/2.(Ti+1-Ti)]

Onde, AACPD = é&rea abaixo da curva de progresso da doenca, severidade; Si =
severidade da doenca, diametro médio da lesdo iésima observacdo; Si+1 = severidade da
doenca, diametro médio da lesdo na avaliacdo i + 1; Ti = tempo em dias da iésima observacéo;
Ti+1 = dias da avaliacdo i + 1. A Si foi calculada com a soma dos didmetros médios das lesoes,
dividida pelo total de ferimentos dos frutos.

3.8 ANALISE DE COMPOSTOS VOLATEIS DOS FRUTOS

As amostras ficaram armazenadas em freezer até a realizacdo das analises. Para o
isolamento dos compostos volateis utilizou-se a solugéo de 1 g da polpa, 1 g de cloreto de sodio
(Anidrol, Diadema, Brasil), 5 mL de agua ultrapura, acondicionada em vial de 40 mL (Agilent
Technologies, Alemanha), com head space para leitura em cromatégrafo gasoso marca
PerkinElmer, modelo Clarus 680 GC acoplado ao espectrometro de massas. A amostra
permaneceu em equilibrio, em banho maria a 30 + 1,0°C, por 30 min. Em seguida, a fibra 50/30
pm DVB/CAR/PDMS Metal alloy/Metal alloy 1 cm Gray/plain foi exposta no vial por 15 min
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e depois injetada no cromatografo, com tempo de dessorcao de 5 min. O tempo total da corrida
foi de 47 min, com temperatura inicial do forno foi de 50°C durante 2 min e uma rampa de
aquecimento a uma taxa de 2°C min até a temperatura maxima de 120°C, apds 15°C min™ até
a temperatura de 250 °C que foi mantida por 1 minuto. A temperatura no injetor e detector foi
de 250°C. O gés hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL min™,

A identificacdo dos compostos foi baseada na propria biblioteca do cromatografo, que
indicava a probabilidade da similaridade do composto da amostra com os dados contidos no

software.

3.9 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos
a analise de variancia, utilizando o software Assistat, e as médias dos tratamentos submetidos
a andlise de regressdo, exceto para analise de compostos fendlicos que foi submetida a

correlacdo. Os graficos foram feitos com o software SigmaPlot 11.0
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DO PERFIL DE COMPOSTOS VOLATEIS EM OLEO ESSENCIAL DE

Melaleuca alternifolia

Os OEs séo misturas complexas que podem conter varios compostos com diferentes
concentracdes. Sao caracterizados por dois ou trés principais componentes com elevadas
concentragcbes em comparagdo a outros componentes presente em pequenas concentracoes
(BAKKALLI et al., 2008). Através da analise de composic¢ao quimica do OEM, identificou-se a
presenca de 25 componentes em quantidade variada, dentre estes, seis s&o considerados 0s
principais compostos do OEM (terpinen-4-ol, 1,8-cineol, y-terpineno, a-terpineno, a-terpineol,
p-cimeno) atuando de forma antagbnica. Como os OEs estdo estabelecidos no mercado, é
necessario andlises e protocolos que determinem padrdes de qualidade destes. A ISSO
4730:2004, fornece os padrdes de qualidade para 0 OEM, devendo o OE possuir concentragdes
minimas e maximas dos principais compostos, terpine-4-ol (30%-48%), 1,8-cineol (maxima de
15%), y-terpineno (10%-28%), a-terpineno (5%-13%), a-terpineol (1%-8%), p-cimeno (0,5%-
8,0%) (CARSON; RILEY, 1995; DE GROOT; SCHIMIDT, 2016). Neste trabalho, porém
foram utilizadas as areas relativas e ndo a porcentagem dos compostos, e foi possivel identificar
que 0s seis compostos principais, apresentaram diferencas em sua area relativa, ou até mesmo
a auséncia de algum destes compostos, assim também ocorreu com outros compostos, dependo
da época do ano em que foram coletados e extraidos.

OEM extraido na primavera sem a presenca de floracdo, foi identificado a presenca dos
seis principais compostos terpinen-4-ol (11,77%), 1,8-cineol (3,81%), y-terpineno (13,55%), a-
terpineno (5,98%), a-terpineol (0,70%), p-cimeno (17,94%) de area relativa. No OE extraido
na primavera em floracdo, foi verificado a presenca de cinco dos principais compostos, o
terpinen-4-ol (17,30%), 1,8-cineol (22,40%), y-terpineno (0,77%), a-terpineol (0,50%), p-
cimeno (3,11%). Para o OE extraido no verdo foram observados a presenca de quatro compostos
principais, terpinen-4-ol (15,86%), 1,8-cineol (2,08%), y-terpineno (11,01%), a-terpineol
(0,56%). No outono foram identificados os seis compostos terpinen-4-ol (16,28%), 1,8-cineol
(12,93 %), y-terpineno (17,41 %), o-terpineno (20,44%), o-terpineol (0,57%), p-cimeno
(0,25%). No inverno foram encontradas as seguintes areas relativas terpinen-4-ol (15,33%),
1,8-cineol (2,73%), y-terpineno (2,85%), a-terpineno (14,50%), a-terpineol (0,88%), p-cimeno
(0,04%). Em relacdo ao OE comercial 1 foi observado a presenga de cinco compostos, e suas
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areas relativas foram terpinen-4-ol (16,28%), 1,8-cineol (4,32%), y-terpineno (8,87%), a-
terpineno (6,86%), a-terpineol (0,56%). Em analise do OE comercial 2, foram encontrados o0s
valores, terpinen-4-ol (15,71%), 1,8-cineol (1,30%), y-terpineno (20,24%), o-terpineno
(19,05%), a-terpineol (0,51%), p-cimeno (14,38%). (Tabela 1).

Os resultados obtidos demonstram que apenas os compostos terpinel-4-ol, 1,8-cineol, y-
terpineno e a-terpineol estiveram presentem durante todas as épocas de coleta e nos dois OEs
comerciais. A maior area relativa para terpinen-4-ol foi identificada, na primavera durante a
floracdo. Para o composto 1,8-cineol os menores valores encontrados foram no veréo, e no dois
OE comercial 2. Os valores destes e de outros compostos comprovam que existe a influéncia
da época de coleta na qualidade do OE. Também demonstra que mesmo os OEs comercial
apresentam variagdes na composicao e nos valores de area relativa. As diferencas encontradas
dentre os OEs, estdo relacionadas a fatores de sazonalidade, condi¢des climaticas, parte da
planta, assim como temperatura e método de extracdo. Chidi; Bouhoudan; Khaddor (2020)
também observaram no OEM extraido por hidrodestilacdo da parte aérea da planta, valores
baixos, para 0 composto terpinen-4-ol, foi encontrando a concentracdo de (23,06%). No
entanto, Lemos et al. (2012) apresentaram resultados contrarios, o OEM extraido por
hidrodestilacdo, apresentando as concentraces, terpinen-4-ol de (46,3%) e 1,8-cineol de (3,2
%).

Outro fator que pode ocasionar diferencas entre os OES de uma mesma espécie sdo
variacdes quimicas intraespecifica distintas em terpenos foliares, que podem ocorrer em
populacdes naturais (VERNET et al. 1986), sendo comum, em muitas plantas australianas da
familia Myrtaceae, a Melaleuca alternifolia um exemplo dessas alteragfes quimiotipicas de
terpenos nas folhas. O quimiotipo rico em terpinen-4-ol é amplamente utilizado
medicinalmente e, portanto, muito das pesquisas se restringem a esse quimiotipo (BUTCHER
et al. 1994; COX et al. 2001; HAMMER et al. 2006). Keszei; Hassan; Foley (2010)
identificaram variagdes intraespecificas distintas em plantas de Melaleuca alternifolia, sendo,
que no estudo, foram identificados 6 quimiotipos, todos anteriormente descritos por Butcher et
al. (1994). Dentre estes foram encontrados quimiotipos dominados pelo composto terpinen-4-
ol, terpinoleno, ou ainda 1,8-cineol. Trabalhos dos autores corroboram com 0s encontrados,
demonstrando que existem quimiotipos diversos em uma mesma especie, com compostos e

quantidades variados.
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Tabela 1 - Perfil de compostos volateis do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, extraidos
nas quatro estagdes do ano comparados a dois OEs comerciais. Ano 2019.

] (continua)
Area relativa (%0)
Composto Primavera Comercial
sem Flor com Flor Veréo Outono Inverno 1 2

Alcenos

Ciclohexe-no,

1,5,5-trimetil-3- 19,12 - - - 7,75 2,64 £0,10 -

metileno

Terpenos

Terpinen-4-ol 11,77+ 2,44 17,30+ 7,86 15,86 +4,00 16,28+ 0,68 15,33 + 5,23 16,28 +5,32 15,71 + 3,39
1,8-cineol 3,81+0,22 22,40+9,33 2,08+0,18 1293+539 2,73+0,26 4,32+284 130+0,76

y-terpineno 1355+3,31 0,77+0,35 11,01+3,39 17,41+9,62 285+0,97 887+160 20,24+221

a-terpineno 5,98 - - 20,44 1450+ 3,85 6,86 +5,68 19,05+1,72
a-terpineol 0,70+0,39 050+033 056+017 057+0,09 088+041 056+0,13 0,51+0,18
p-cimeno 17,94 3,11 - 0,25 0,04 - 14,38 + 5,76
Mirceno 234+160 156+002 140+042 17,46+8,64 2,02+1,32 19,57 +4,79 18,78 +1,35
Ocimeno 72,23 23,81 +0,82 42,30 + 16,32 26,97 + 4,08 8,42 17,76 £ 0,25 16,42+ 0,30
3-Caren-2-ol - 4,54 - - 0,67 - 0,22 + 0,06
Alcool perilico - 0,48 - 0,65 10,72 1,63+0,25 -

a-felandreno 1,30 £0,53 1,08 0,83 1,34+0,75 - 0,38+0,29 0,92+0,08
a-tujeno 266+0,70 322+097 297+0,71 3,75+056 3,42+265 3,63+084 296+047
B-pineno 1,73+0,15 180+102 167+028 269+059 181+094 347+049 2,02+0,67

PubChem Compound Summary. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/. Acesso: dezembro, 2020.
NUmeros sem desvio padrdo, foram localizados em apenas uma repeticéo. Elaboragdo da autora, 2020.
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(concluséo)

Area relativa (%)

Composto Primavera Comercial
sem Flor com Flor Verao Outono Inverno 1 2
[-terpineno 0,63+0,37 0,83+0,58 0,87+0,32 0,56 0,96 - 21,19+ 4,42
Hidrato de
) - - - - - 11,63+1,07 1,49+0,94
sabineno
Isoterpinoleno 3,13 - - - - - -
Limonemo - 1,27+0,61 382+195 1,78 489+211 152+0,30 1,30+0,76
Linalol - 0,20 - - - - -
p-mentatrieno - 2,49 - - - 10,45+ 1,20 -
Sabineno - - 2,66 - - - 0,21 £0,03
a-pineno 1,26 6,26+2,86 11,88+3,64 7,11+3,07 890+4,31 13,80+3,08 8,74+0,79
Terpinoleno 538+329 988+547 325+087 16,94+754 558+294 586+0,71 23,13+2,52
Aromaden-
0,13 0,41 - - - 0,12 £ 0,05 -
dreno

PubChem Compound Summary. https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/. Acesso: dezembro, 2020. Fonte:
Numeros sem desvio padrdo, foram localizados em apenas uma repeti¢do. Elaboracéo da autora,

2020.
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4.2 METABOLISMO E QUALIDADE DE MACAS ‘FUJI’ E CONTROLE DE PODRIDAO
POR Penicillium expansum

4.2.1 Temperatura ambiente

4.2.1.1 Taxas de producdo de etileno, respiratoria e qualidade dos frutos em temperatura

ambiente

O tratamento com OEM extraido (verdo) causou incremento da taxa de producéo de
etileno até 150 pL L™ com valor da taxa de etileno estimado de 0,15 nmol kg s, com posterior
reducdo na dose de 254 pL L, porém todos os tratamentos tiveram aumento significativo se
comparados ao tratamento controle (Figura 2 A). O mesmo comportamento foi observado
quando aplicado OEM comercial 1, com ponto de maxima em 169 pL L™, com valor estimado
de 0,13 nmol kg s e posterior reducéo no valor na dose de 274 puL L™ (Figura 2 B). Vieira
(2016) observou resultado semelhante quando macés foram submetidas ao tratamento com OE
de cravo e canela por imersao, apresentando aumento na taxa de producéo de etileno em magcés
tratadas. Jhalegar, Sharma e Singh (2015) observaram resultado diferente dos encontrados neste
trabalho, pois os autores observaram que frutos de citrus apresentaram reducdo na taxa de
producdo de etileno quando submetidos ao tratamento com OE de cravo-da india. O aumento
das taxas de etileno neste trabalho esta relacionado com algum dano causado por compostos do
OEM. O processo de maturacdo destes frutos poderia ainda ter sido influenciado pelo OEM,
antecipando este processo. A diferenca de resultado encontrada na literatura pode estar
relacionada a diversos fatores, tais como, o tipo de fruto estudado, visto que a maca é um fruto
climatérico e o citrus ndo se enquadra nesta categoria, 0 OE utilizado para o tratamento e ainda

a forma de aplicagéo do OE.
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Figura 3 - Taxa de producdo de etileno (nmol kg s), em magcas ‘Fuji’ submetidas a aplicagio
por vaporizado de OE extraido (verdo), nas doses de 0, 50, 99, 254 uL L de (A) e de
0, 50, 82, 274 pL Lt de OE comercial 1 (B) e mantidas em condi¢des ambiente
(23+1°C /UR de 65+5%) por um periodo de sete dias. Avaliacdo realizada sete dias

apos a exposicdo dos frutos em temperatura ambiente. Safra 2018/20109.
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Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. RZ coeficiente de determinagdo. Fonte: elaboragdo da
prépria autora, 2020.

As diferentes doses de OEM extraido (verdo) ndo influenciaram a taxa respiratéria dos
frutos (dados ndo apresentados). Quando os frutos foram tratados com OEM comercial 1
obtiveram um leve decréscimo na taxa respiratoria na dose de 50 pL L, seguido de valores
crescentes até a dosagem de 274 pL L™ (Figura 3). A taxa respiratoria é um indice de medicéo
para garantir o potencial de armazenamento e vida Gtil do fruto e esta diretamente relacionada
ao estadio de maturagdo do fruto. Jhalegar, Sharma e Singh (2015) encontraram resultados
semelhantes em tangerinas inoculadas com P. italicum e P. digitatum e tratadas com OE de
capim-limao, eucalipto, nim (azadiractina) e cravo (eugenol), onde os frutos apresentaram
aumento na respira¢do. O aumento da taxa respiratoria esta relacionado ao aumento da taxa
metabolica dos frutos, sendo desencadeado por danos causados pelo OE nas estruturas celulares
do fruto (ESPINDOLA, 2017).
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Figura 4 - Taxa respiratoria (nmol kg-1 s-1), em magas ‘Fuji’, submetidas a aplicagdo por
vaporizado de OE comercial 1, nas doses de 0, 50, 82, 274 pL L-1 e mantidas em
condi¢des ambiente (23+1°C /UR de 65+£5%) por um periodo de sete dias.
Avaliacdo realizada sete dias apds a exposicao dos frutos em temperatura ambiente.
Safra 2018/2019.
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Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. RZ coeficiente de determinagdo. Fonte: elaboragdo da
prépria autora, 2020.

Os frutos submetidos a aplicacdo do OEM extraido (verdo) apresentaram, na regido na
regido menos vermelho, maiores valores para C, na dose de 204 pL L (Figura 4). As demais
variaveis de cor, ndo apresentaram diferencas entre as doses de OEM extraido (verdo) (dados
ndo apresentados). Marino (2020), identificou resultados contrastantes aos do presente trabalho,
onde morangos submetidos ao OE de alecrim apresentaram frutos com menores valores de C
em relacdo ao tratamento controle, apresentando frutos mais opacos. As alteracGes na coloragédo
de frutos, descritas na literatura e neste trabalho estdo relacionadas a composi¢do quimica do
OE utilizado no tratamento dos frutos.
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Figura 5 - Coloracdo da epiderme de magas ‘Fuji’, croma (C) no lado menos vermelho,
submetidas a aplicacao por vaporizado de OE extraido (verdo), nas doses de 0, 50,
99, 254 pL L. E mantidas em condigdes ambiente (23+1°C/UR de 65+5%) por
um periodo de sete dias. Avaliacdo realizada sete dias apds a exposic¢ao dos frutos

em temperatura ambiente. Safra 2018/20109.
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Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. RZ coeficiente de determinagdo. Fonte: elaboragdo da
prépria autora, 2020.

A firmeza de polpa dos frutos reduziu quando aplicado OEM extraido (verdo) até a dose
estimada de 175 pL L™, apresentando firmeza de polpa de 66,9 N (Figura 5). A aplicacio de
diferentes doses de OEM comercial 1 ndo influenciou a firmeza de polpa (dados né&o
apresentados). A perda da firmeza de polpa esta relacionada ao aumento da taxa respiratoria e
de producéo de etileno, que foi observado nos frutos submetidos a aplicacdo de OEM extraido
(verdo). E possivel que a exposicdo dos frutos aos compostos presentes no OEM tenha
intensificado a degradacdo dos componentes da parede celular do fruto. Espindola (2017)
também constatou a perda de 73% firmeza de polpa em péssegos submetidos ao tratamento de
OE eucalipto na dosagem de 1.000 pL L. Jahani et al. (2020) também observaram, em romés
tratadas com OE eucalipto e de galbano, redugdo na firmeza dos frutos. Porem, Shao et al.
(2013) observaram em morangos resultados contrarios ao deste trabalho com a aplicacdo do
OEM, ocorrendo maior firmeza de polpa nos frutos tratados. Os trabalhos evidenciam que os
resultados podem ser influenciados pelo tipo de fruto, dosagem, modo de aplicacdo e
principalmente o tipo de OE, visto que este pode sofrer divergéncias em sua composi¢édo e na

quantidade dos compostos encontrados.
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Figura 6 - Firmeza de polpa (N), em magas ‘Fuji’ submetidas a aplicagéo por vaporizado de
OE extraido (verdo), nas doses de 0, 50, 99, 254 pL L e mantidas e condigio
ambiente (23+1°C /UR de 65+£5%) por um periodo de sete dias. Avaliacao
realizada sete dias ap0s a exposicdo dos frutos em temperatura ambiente. Safra
2018/2019
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Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. RZ coeficiente de determinagdo. Fonte: elaboracdo da
prépria autora, 2020.

Frutos submetidos a aplicacdo de OEM extraido (verdo) ndo apresentaram diferencas
significativas para valores de acidez titulavel (dados ndo apresentados). Frutos submetidos a
aplicacdo do OEM comercial 1 apresentaram reducdo da acidez titulavel com o aumento das
doses aplicadas até a dose de 253 pL L (Figura 6). O decréscimo nos valores de acidez titulavel
pode ser reflexo da maior atividade respiratoria, uma vez que 0s acidos organicos sao substratos
da respiracéo celular (CASTILLO et al., 2014). O mesmo comportamento nos resultados de
acidez titulavel foi identificado por Shao et al. (2013), que identificaram a diminuig&o da acidez
titulavel em morangos submetidos ao tratamento com OEM. Garcia et al. (2019), em uvas
‘Rubi’, também obtiveram reducdo da acidez titulavel com a aplicacdo do OEM. Os dados
encontrados pelos autores corroboram com os resultados obtidos neste trabalho. Os teores de
solidos soluveis ndo apresentaram diferencas entre o controle e as doses de OEM extraido
(verdo) e comercial 1 (dados néo apresentados).



45

Figura 7 - Acidez titulavel (%), em magas ‘Fuji’, submetidas a aplicacdo de vaporizado de OE
comercial 1, nas doses de 0, 50, 82, 274 pL L™ e mantidas em condicdo ambiente
(23£1°C /UR de 65+5%) por um periodo de sete dias. Avaliacdo realizada sete

dias apds a exposicao dos frutos em temperatura ambiente. Safra 2018/2019
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Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. R% coeficiente de determinacao.
Fonte: elaboracéo da propria autora, 2020.

4.1.1.2 Compostos fendlicos totais (CFT) e atividade enzimética peroxidase (POD

No experimento em temperatura ambiente ndo foi observado correlacdo entre CFT
(casca e polpa) com a severidade de mofo-azul nas magas ‘Fuji’, tanto com OEM extraido
(veréo) e OEM comercial 1 (dados nao apresentados). Shehata et al. (2020) relatou maior teor
de fendis totais em morangos tratados com OE de tangerina, limdo e laranja, em comparagéo
com 0s que nédo receberam tratamento. Estes resultados divergentes podem estar relacionados
a forma de aplicagéo do OE, pois no trabalho do autor os frutos foram mergulhados em uma
emulsdo, composta de OE, agua destilada e Tween 80, bem como ao tipo de OE e espécie de
fruto.

Neste trabalho néo foi observado diferenga estatistica para a atividade da POD entre 0s
tratamentos aplicados, tanto para analise de casca quanto para analise de polpa dos frutos, em
ambos 0s OEM (extraido verdo e comercial 1) (dados nédo apresentados). Perumal et al. (2017)
encontraram dados discordantes em mangas tratadas com OE de tomilho na dosagem de 66,7

uL L, que apresentaram maior atividade da POD. Os dados mencionados acima sugerem que
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diferentes espécies frutiferas, respondem de forma distinta aos tratamentos, apresentando
resultados variados, isto esté relacionado ao método de aplicacéo e OE utilizado.

4.2.2 Armazenamento refrigerado

4.2.2.1 Taxas de producédo de etileno, respiratoria e qualidade dos frutos em armazenamento
refrigerado

No experimento sob refrigeracdo a taxa de producéo de etileno, com a aplicacdo do OE
extraido (outono), apresentou reducdo na taxa até a dose estimada de 64 pL L™, com posterior
aumento gradativo nas demais doses aplicadas (Figura 7 A). O OE comercial 2 proporcionou
um decréscimo gradativo na taxa de producdo de etileno em macas ‘Fuji’ com o incremento na
dose aplicada (Figura 7 B). Rabbany e Mizutani (1996) também observaram que macas tratadas
com citronelal, alfa-pineno, beta-pineno obtiveram taxas de etileno reduzidas nos frutos. Pérez-
Alfonso et al. (2012) também identificaram reducdo da producéo etileno em lim&es que foram
tratados com OE de orégano e tomilho, devido ao aumento nas concentrac@es de cravacol e
timol. Espindola (2017) verificou que péssegos tratados por fumigacdo com OE de citronela e
de eucalipto apresentaram leve declinio nas taxas de producdo de etileno, voltando ter um
incremento com a maior dose aplicada, resultados que esta de acordo com os encontrados neste
trabalho. Jhalegar, Sharma e Singh (2015) identificaram que tangerinas tratadas com OE de
capim-limao, eucalipto, cravo apresentaram aumento na taxa de producdo de etileno nos frutos
durante o periodo de armazenamento refrigerado, porém observam um decréscimo em seus
valores em relacdo aos frutos ndo tratados. A reducdo ou aumento nas taxas de producéo de
etileno podem estar relacionadas a forma de aplicacdo, doses aplicadas e a variagdo da

composi¢do que pode ocorrer em OE de uma mesma espécie (VARUGHESE et al., 2016).
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Figura 8 - Etileno (nmol kg™ s1), em macas ‘Fuji’ submetidas a aplicagéo por vaporizagio de
OE extraido (outono), nas doses 0, 43, 85, 124 uL L™t (A) e de 0, 49, 78, 126 L
L1 de OE comercial 2 (B) e mantidas em armazenamento refrigerado por 30 dias
(0£1°C/UR de 90+5%) seguido de um periodo de sete dias em temperatura
ambiente (23£1°C /UR de 65+5%). Avaliacdo realizada sete dias ap0s a exposicao
dos frutos em temperatura ambiente. Safra 2018/2019.
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Em relacdo a taxa respiratéria dos frutos, no experimento com aplicagdo do OEM
extraido (outono), observou-se um aumento da taxa respiratoria até a dose estimada de 41 pL
L, ocorrendo um declinio acentuado nas dosagens maiores de OEM, com menor taxa
respiratoria (137,13 nmol kg? s1) na dose de 124 pL L™ (Figura 8 A). Com OEM comercial 2
foi identificado a diminui¢do da taxa respiratoria dos frutos com o incremento nas doses de
OEM, com valores encontrados entre 237,80 a 197,62 nmol kg s, sendo a menor taxa
respiratoria no tratamento com 126 pL L (Figura 8 B). Fakhar; Mostofi; Zamani (2014)
observaram, em ameixas, que a aplicacdo de OE de Ocimum basilicum resultou na diminuigéo
da respiracéo, o que esta de acordo com os resultados do presente trabalho. Shehata et al (2020)
também verificaram a reducdo da respiracdo em morango com OE de limé&o, laranja e tangerina.
Nikkhah e Hashemi (2020) identificaram o mesmo resultado dos autores, indicando que o
tratamento com a mistura de OEs de tomilho, canela e alecrim e a mistura de tomilho com
canela, em Ziziphus jujuba Mill, reduziu a taxa respiratéria dos frutos durante o periodo de

armazenamento.
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Figura 9 - Respiracdo (nmol kg s), em magas ‘Fuji’ submetidas a aplicagdo por vaporizagio
de OE extraido (outono), nas doses 0, 43, 85, 124 uL L1 (A) e de 0, 49, 78, 126
UL L de OE comercial 2 (B) e mantidas em armazenamento refrigerado por 30
dias (0+1°C/UR de 90+5%) seguido de um periodo de sete dias em temperatura

ambiente (23£1°C /UR de 65+5%). Avaliacdo realizada sete dias ap0s a exposi¢do

dos frutos em temperatura ambiente. Safra 2018/2019.
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Com a aplicacdo do OEM extraido (outono) foi observado, na regido menos vermelha
das magas, um incremento nos valores de L* até a dose estimada de 22 puL L™, com posterior
reducdo nas demais doses aplicadas (Figura 9). Aplicando OEM comercial 2, foi observado que
na regido menos vermelha dos frutos, os valores de croma foram inferiores em relagdo ao
tratamento controle (Figura 10). Wang (2003) observou também que framboesas submetidas ao
tratamento com OEM apresentaram uma diminui¢do nos valores de L*, obtendo frutos mais
escuros. Serrano et al. (2005) identificaram que cerejas tratadas com eugenol (99,5% de pureza)
também apresentaram diminui¢do nos valores de C apds 13° dia de armazenamento a frio.
Porém, frutos tratados com timol e mentol (99,5% de pureza) apresentaram reducdo do croma
jaapos 9 dias. Com a aplicacao de eucaliptol (99,5% de pureza) a reducdo do C iniciou a partir
de 6 dias de armazenamento, causando os menores valores de C em cerejas tratadas. Os dados
observados anteriormente, indicam que os OEs podem interferir na coloragcdo dos frutos e

dependendo do OE utilizado este processo pode ocorrer de forma mais rapida ou tardia,
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sugerindo que exista influéncia de compostos especificos neste processo ou ainda seja
influenciado pela concentracdo destes no OE.

Figura 10 - Coloracéo de epiderme lightness (L*) regido menos vermelho; em magas ‘Fuji’
submetidas a aplicacéo por vaporizacdo de OE extraido (outono), nas doses 0, 43,
85, 124 pL L e mantidas em armazenamento refrigerado por 30 dias (0+1°C/UR
de 90£5%) seguido de um periodo de sete dias em temperatura ambiente (23+1°C
/UR de 651£5%). Avaliacao realizada sete dias ap0s a exposi¢éo dos frutos em
temperatura ambiente. Safra 2018/2019.
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Figura 11 - Coloracgéo de epiderme croma (C) regido menos vermelho em magas ‘Fuji’
submetidas a aplicacdo por vaporizacdo de OE comercial 2, nas doses 0, 49, 78,
126 pL Lt e mantidas em armazenamento refrigerado por 30 dias (0+1°C/UR de
90+5%) seguido de um periodo de sete dias em temperatura ambiente (23£1°C
/UR de 65+5%). Avaliacao realizada sete dias ap0s a exposicao dos frutos em
temperatura ambiente. Safra 2018/2019.
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Os frutos submetidos a aplicacdo de OEM extraido (outono) apresentaram reducdo na
firmeza de polpa com o incremento na dose aplicada, variando de 66,6 a 60,5 N (Figura 11). A
aplicacdo de diferentes doses de OEM comercial 2 ndo influenciou estatisticamente na firmeza
dos frutos (dados ndo apresentados). A firmeza de polpa é um dos principais atributos que sdo
determinantes para a qualidade do fruto, capacidade de armazenamento e de tempo de
comercializagdo (CASTILLO et al., 2014; SUN et al., 2014). Shehata et al. (2020) também
observaram a reducédo da firmeza de polpa em morangos, quando submetidos a aplicacéo por
imerséo dos OE de liméo, laranja e tangerina. Castillo et al. (2014), por outro lado, identificaram
gue limdes tratados com pelicula de cera incorporada com timol e cravacol apresentaram atraso
no amolecimento dos frutos, em relacdo ao tratamento controle. A perda de firmeza de polpa
dos frutos esta relacionada aos processos metabolicos responsaveis pelas mudancas texturais,
causando o amadurecimento e amolecimento dos frutos (VALERO; SERRANO, 2010). A
diversidade de dados encontrados a respeito da firmeza de polpa dos frutos, neste trabalho e na
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literatura, quando submetidos a aplicagdo de OEs, pode estar relacionada aos diferentes
compostos e a sua porcentagem na composicao do OE.

A diferenca nos dados encontrados neste trabalho, em frutos tratados com OEM
(extraido e comercial 2) e submetidos a armazenamento refrigerado, pode estar relacionada a
composicdo do OEM, mas especificamente ao composto 1,8-cineol. Sendo que este composto
possui propriedades altamente toxicas e irritantes em concentracGes elevadas (OLIVEIRA,
2019). No OEM extraido (outono), foi possivel verificar altas concentracfes deste composto,
podendo a ter influenciado negativa os frutos tratados com este OE. Mas existe a necessidade
de um estudo mais aprofundado, aplicando isoladamente este composto em concentragdes
variadas, para poder afirmar com maior certeza.

Os valores de SS e acidez titulavel, ndo apresentaram diferenca entre tratamentos, tanto
no experimento com OEM extraido (outono) como no experimento com OEM comercial 2

(dados ndo apresentados).

Figura 12 - Firmeza de polpa (N) em magés ‘Fuji’ submetidas a aplicag¢@o por vaporizacdo de
OE extraido (outono), nas doses 0, 43, 85, 124 uL L (A) e mantidas em
armazenamento refrigerado por 30 dias (0£1°C/UR de 90+£5%) seguido de um
periodo de sete dias em temperatura ambiente (23+1°C /UR de 65+5%).
Avaliacdo realizada sete dias ap6s a exposicao dos frutos em temperatura
ambiente. Safra 2018/2019.
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Fonte: elaboracdo da prépria autora, 2020.
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4.1.2.2 Compostos fendlicos totais (CFT) e atividade enzimética peroxidase (POD)

Em condicBes de armazenamento refrigerado houve uma correlacdo moderadamente
positiva (0,6375) entre CFT na polpa dos frutos e a severidade do mofo-azul. Porém, o teor de
CFT na casca ndo apresentou correlagdo significativa com severidade de mofo-azul (dados néo
apresentados). A atividade da POD encontrada na casca de macas do experimento com OEM
extraido (outono) sofreu uma reducio nos valores até a dose estimada de 81 pL L (Figura 12).
Né&o foi observado diferenca entre tratamentos para a atividade da POD na casca de magés, no
experimento com OE comercial 2 (dados ndo apresentados). N&o foram observadas diferencas
entre os tratamentos para a atividade da POD na polpa dos frutos, em ambos os OEM (extraido
outono e comercial 2) (dados ndo apresentados). Shao et al. (2013) identificaram um aumento
inicial da atividade da POD com pico ap0s 24 h do tratamento, e apds decréscimo nos valores
em morangos submetidos a aplicacdo de OEM., com base nesta literatura, a divergéncia dos
resultados pode estar relacionada ao momento de avaliacdo da enzima no presente trabalho,
tendo e vista que nédo foi avaliado a atividade ap6s 24 horas da aplicacao, sendo assim poderia
ja ter ocorrido a perda de inducdo da atividade da enzima. Pereira et al. (2012) também
observaram aumento da atividade da POD apds a pulverizacdo de cafeeiros com OE de
citronela, agindo na reducdo no crescimento de Hemileia vastatrix e Cercospora caffeicola, o
que difere dos encontrados neste trabalho.
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Figura 13 - Peroxidase em magas ‘Fuji’ submetidas a aplicagdo por vaporizacdo de OE
extraido (outono), nas doses 0, 43, 85, 124 uL L-1 e mantidas em armazenamento
refrigerado por 30 dias (0£1°C/UR de 90+£5%) seguido de um periodo de sete dias
em temperatura ambiente (23£1°C /UR de 65+5%). Avaliacdo realizada sete dias

apos a exposicao dos frutos em temperatura ambiente. Safra 2018/2019.
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Fonte: elaboracdo da prépria autora, 2020.

4.2.2.4 Andlise Sensorial

Diversos trabalhos relatam a eficiéncia da aplicacdo dos OE nos frutos e no controle
sobre o0s patdgenos. Porém os residuos desses 6leos podem permanecer nos frutos, promovendo
mudancas em seu odor e modificando assim a aceitacdo dos mesmos pelos consumidores.

Em relacdo a presenca de odores no experimento com OEM extraido (outono), quando
néo aplicado OE 5% dos avaliadores ndo gostaram/nem desgostaram dos frutos, 35% gostaram,
25% gostaram muito e 35% gostaram muitissimo. Os aromas citados pelos avaliadores foram
de macé e cheiro de terra. Com aplicacdo de OE extraido (outono) na dose de 43 pL L™, 5%
desgostaram muito, 15% desgostaram, 35% ndo gostaram/nem desgostaram, 25% gostaram,
20% gostaram muito dos frutos. Em relacdo aos aromas foram citados odor estranho, odor
refrescante, odor de 6leo, odor de OEM. Com aplicacéo de 85 pL L, 10% desgostaram, 45%
ndo gostaram/nem desgostaram, 15% gostaram, 25% gostaram muito e 5% gostaram
muitissimo dos frutos. Foram citados os aromas de melaleuca e odor refrescante. Na dosagem
de 124 pL L, 15% desgostaram, 25% n&o gostaram/nem desgostaram, 35% gostaram, 15%
gostaram muito e 10% gostaram muitissimo dos frutos. Os aromas que foram observados foram

de OEM, odor de ervas, odor refrescante e odor de 6leo essencial (Figura 13 A).
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No experimento com OEM comercial 2, a analise sensorial dos frutos demonstrou que
quando ndo aplicado OEM comercial, 19% dos consumidores ndo gostaram/nem desgostaram
dos frutos, 19% gostaram, 52% gostaram muito e 10% gostaram muitissimo. Os avaliadores
ndo citaram 0s aromas quais aromas estavam presentes. Com aplicacdo OE comercial 2 na dose
de 49 pL L, 24% dos consumidores desgostaram, 29% n&o gostaram/nem desgostaram, 38%
gostaram, 10 gostaram muito dos frutos. Os aromas citados pelos avaliadores foram odor
mentolado, odor refrescante e aroma de 6leo. Na dosagem de 78 pL L™ 5% desgostaram muito,
19% desgostaram, 57% néo gostaram/nem desgostaram, 10% gostaram e 10 % gostaram muito.
Os aromas destacados foram de produto quimico, Melaleuca, éleo essencial, refrescante.
quando aplicado 126 pL L 5% desgostaram muitissimo, 33% desgostaram, 52% né&o
gostaram/nem desgostaram, 10% gostaram. Os aromas citados pelos avaliadores foram menta,

velho, azedo, 6leo essencial, refrescante e agrotdxico (Figura 13 B).

Figura 14 - Andlise sensorial de magas ‘Fuji’ submetidas a aplicagdo por vaporiza¢ao de OE
extraido (outono), nas doses 0, 43, 85, 124 uL L (A) e de 0, 49, 78, 126 puL L*
de OE comercial 2 (B) e mantidas em armazenamento refrigerado por 30 dias
(0+1°C/UR de 90+5%) seguido de um periodo de sete dias em temperatura
ambiente (23+1°C /UR de 65+5%). Avaliacdo realizada sete dias apds a exposi¢ado
dos frutos em temperatura ambiente. Safra 2018/2019.
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Em relagéo a preferéncia de compra com base no aroma dos frutos no experimento com
OEM extraido (outono), quando néo aplicado OE, 5% dos consumidores nunca comprariam as
macas, 15% comprariam ocasionalmente, 30% comprariam frequentemente e 50% comprariam
sempre esse produto. Com aplicacdo de OE extraido (outono) na dose de 43 pL L, 25% nunca
comprariam, 15% comprariam raramente, 25% comprariam ocasionalmente, 20% comprariam
frequentemente e 15 comprariam sempre esse produto. Na dose de 85 pL L™, 10% nunca
comprariam o produto, 25% comprariam raramente, 25% comprariam ocasionalmente, 20%
comprariam frequentemente e 20% comprariam sempre esse produto. Quando aplicado 124 pL
L, 20% nunca comprariam, 10% raramente comprariam, 30% comprariam ocasionalmente,
10% comprariam frequentemente e 30% comprariam sempre esse produto (Figura 14 A).

Quanto a preferéncia de compra considerando o aroma dos frutos o experimento com
OEM comercial 2, onde nédo foi aplicado OE, 5% dos consumidores comprariam raramente,
10% comprariam ocasionalmente, 62% comprariam frequentemente, 24% comprariam sempre
esse produto. Quando aplicado OE comercial 2 na dose de 49 pL L, 5% nunca comprariam,
29% comprariam raramente, 43% comprariam ocasionalmente, 10% comprariam
frequentemente, 14% comprariam sempre. Na dosagem de 78 pL L, 10% nunca comprariam,
29% comprariam raramente, 48% comprariam ocasionalmente, 14% comprariam
frequentemente. Aplicando 126 pL L™, 24% nunca comprariam, 10% comprariam raramente,
52% comprariam ocasionalmente, 14% comprariam frequentemente (Figura 14 B).
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Figura 15 - Preferéncia dos consumidores na compra de magas ‘Fuji’ submetidas a aplicagao
por vaporizacéo de OE extraido (outono), nas doses 0, 43, 85, 124 uL L (A) e de
0,49, 78,126 uL L™ de OE comercial 2 (B) e mantidas em armazenamento
refrigerado por 30 dias (0+1°C/UR de 90+5%) seguido de um periodo de sete dias
em temperatura ambiente (23+1°C /UR de 65+5%). Avaliagéo realizada sete dias

apos a exposicao dos frutos em temperatura ambiente. Safra 2018/2019.
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De acordo com os resultados da analise sensorial dos frutos, fica identificado que a
aplicacdo do OEM (extraido outono, comercial 2) nos frutos, diminui a aceitacdo do
consumidor tanto olfativa quanto a preferéncia de compra, e essa preferéncia diminui com o
aumento da dose aplicada. Também fica evidente que os frutos tratados com OEM por
volatilizacdo apresentam residuos nos frutos, visto que foram identificados a presenca de
aromas caracteristicos de compostos presentes no OEM. Bedini et al. (2020) também relataram
que a imersao de morangos, cerejas e mirtilos em solugdes de OEM e OE de C. reticulata
impactaram na aceitacdo sensorial dos frutos, sendo que frutos imersos na solugdo de OEM
ficaram caracterizados pelo pior perfil de odor, isto devido ao maior numero de odores e sabores
estranhos, resultado esse que classificou os frutos como “ndo adequados para degustagao”,
enquanto que os frutos submetidos ao OE de C. reticulata mantiveram indice hedénico como
aceitavel. Sherata et al. (2020) observaram resultados discordantes dos encontrados neste
trabalho, morangos tratados com diferentes OEs de limdo, laranja e tangerina por imersao

tiveram maior aceitacdo quanto a cor, textura, sabor, atributos de aparéncia do que morangos
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n&o tratados. Os dados encontrados pelos autores sugerem que a presenca ou auséncia de odores
nos frutos submetidos a aplicacdo de OE, depende do tipo de OE aplicado, bem como a dosagem

e forma de aplicacéo.

4.3 SEVERIDADE DE PODRIDAO MOFO-AZUL

4.3.1 Temperatura ambiente

No experimento em condi¢des ambiente (23+1°C, UR 65+5%), a aplicacdo de OEM
extraido (verdo) proporcionou menores valores de AACPD para severidade de mofo-azul em
relagdo ao controle, obtendo o menor crescimento na dose estimada de 180 pL L™ (Figura 15
A). Com a aplicacdo do OEM comercial 1 os menores valores AACPD para severidade de
mofo-azul foram observados na dose estimada de 174 pL L (Figura 15 B). Shao et al. (2013)
observaram, em morangos, que a aplicacdo de OEM por volatilizacdo reduziu o didmetro da
lesdo por B. cinerea. Rocha Neto et al. (2019) observaram que a aplicacdo OEM e de OE de
palmarosa e anis inibiram a germinacdo de P. expansum in vitro, porém ndo obteve 0 mesmo
resultado no experimento in vivo, onde apenas os tratamentos com OE de palmarosa e anis
causaram diminuicdo das lesdes. Os efeitos de reducdo na AACPD podem ser explicados pela
hidrofobicidade caracteristica dos OE, que permite a interacdo deste com a membrana
plasmatica dos fungos, podendo romper a estrutura da membrana, alterando assim a
permeabilidade desta e afetando os processos metabolicos (ZNINI et al., 2013). A aplicacédo
OEM e OE de palmarosa e anis ocasionaram danos na camada lipidica de P. expansum,
causando vazamento de glicose, proteinas e DNA (ROCHA NETO et al. 2019).
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Figura 16 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a severidade do
mofo-azul em magas ‘Fuji’ submetidas a aplicacdo por vaporizado de OE extraido
(verdo), nas doses de 0, 50, 99, 254 uL L de (A) e de 0, 50, 82, 274 L L de
OE comercial 1 (B) e mantidas em condi¢des ambiente (23+1°C /UR de 65£5%)
por um periodo de sete dias. Avaliacdo realizada sete dias apds a exposi¢cdo dos
frutos em temperatura ambiente. Safra 2018/2019.
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4.3.2 Armazenamento refrigerado

No experimento sob armazenamento refrigerado, a aplicacdo do OEM extraido (outono)
nas a AACPD para severidade de mofo-azul apresentou reducéo até a dose estimada de 115 L
L (Figura 16 A). No experimento com a aplicagdo do OEM comercial 2, a AACPD para
severidade de mofo-azul apresentou menores valores na dose estimada de 99 pL L (Figura
16B). Li et al. (2016) também observaram a reducdo de lesdo causada por P. expansum em
frutos de cereja submetidos a tratamentos com OEM por volatilizagdo. A reducdo do
crescimento de fungos apOs ao tratamento com OE é geralmente associada a alteracGes
morfoldgicas e estrutura das hifas fungicas. Alguns autores sugerem que a aplicacdo do OE
causa alteracdes na integridade da membrana celular fungica. O lipidio € um componente
universal de todas as membranas celulares, que desempenha um papel importante, estabilidade,
crescimento celular, fluidez e permeabilidade da membrana (HEATON, RANDALL, 2011). O
ergosterol é o principal esterol presente em fungos filamentosos e se faz necessério para o

crescimento e funcdo normal da membrana celular fungica, além de controlar a simetria, fluidez
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e integridade da membrana (DE LIRA MOTA et al., 2012). Li et al. (2016) identificaram que
os niveis de lipidios e ergosterol em P. expansum foram reduzidos pelo tratamento com OE de
M. alternifolia. Identificaram que as hifas das amostras tratadas exibiram perda da linearidade,
com aspecto encolhido e distorcido, ainda ocorreram alteracGes estruturais, plasma rompido e
destacado da parede celular, ocorrendo plasmolise e os constituintes intracelulares foram
danificados. Tao et al. (2014) relataram a diminui¢do dos niveis de lipidios total e a perda de
material de absorcdo em P. italicum e P. digitatum quando aplicado tratamentos com OE e
sugerem que a aplicacdo de OE causa citotoxicidade interrompendo a integridade da membrana

causando vazamento celular.

Figura 17 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a severidade de
mofo-azul em magas ‘Fuji’ submetidas a aplicagdo por vaporizagdo de OE
extraido (outono), nas doses 0, 43, 85, 124 pL L-1 (A) e de 0, 49, 78, 126 pL L™
de OE comercial 2 (B) e mantidas em armazenamento refrigerado por 30 dias
(0£1°C/UR de 90+5%) seguido de um periodo de sete dias em temperatura
ambiente (23+1°C /UR de 65+5%). Avaliacdo realizada sete dias apds a exposi¢do

dos frutos em temperatura ambiente. Safra 2018/2019.
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4.4 ANALISE DE COMPOSTOS VOLATEIS DOS FRUTOS

O tratamento com OEM volatilizado, tanto em frutos mantidos em condi¢des ambiente
(Tabela 2) quanto nos submetidos ao armazenamento refrigerado (Tabela 3), afetaram a
emissdo de compostos volateis de magas ‘Fuji’. A maioria dos alcoois, aldeido, cetonas e
ésteres, compostos principais que conferem aroma caracteristico em macas, apresentaram
menor area relativa ou ainda foram suprimidos quando os frutos foram submetidos a aplicacéo
de OEM. Foi observado também a presenca de hidrocarbonetos, monoterpenos, sesquiterpenos
e terpenos nos frutos tratados com OEM, compostos volateis caracteristicos do OEM presentes
nos frutos (Tabela 2, 3). Dentre estes compostos, foi identificado o 1,8-cineol e terpinen-4-ol,
gue sdo compostos majoritarios do OEM.

Para o experimento mantido em condi¢cdes ambiente, a aplicacdo do OEM apresentou
reducdo da area relativa de alguns compostos que sdo presentes e importantes no aroma das
magcas, tais como o hexanal, butanoato de 2-metilhexila, em ambos os 6leos (extraido verdo e
comercial 1), ainda foi verificado a inibicdo de outros compostos importantes, como o
butanoato de propila, 2-metil butirato de etila, propionato de etila entre outros quando utilizado
OEM extraido (verdo) e comercial 1. Foi possivel ainda identificar a presenca dos compostos
do OEM em todas as doses aplicadas para 0 OEM extraido (verdo) e OEM comercial 1, entre
0S compostos presentes estdo os principais terpinen-4-ol e 1,8-cineol (Tabela 2). No
experimento em armazenamento refrigerado, foi possivel identificar o mesmo padrédo, quando
aplicado o OEM (extraido outono, comercial 2) alguns aromas caracteristicos da maca sofreram
reducdo na sua area relativa, isto ocorreu em todas as dosagens aplicadas, ou ainda a inibi¢ao
de alguns compostos importantes. Também foi possivel observar a presenca de compostos
aromaticos do OEM nas macas. Estes resultados, juntamente com os da analise sensorial,
evidenciam que a aplicacdo de OEM deixou residuos nos frutos, o que ocasionou a presenca de
odores estranhos e inibindo o aroma caracteristico de macéd. Alguns trabalhos realizados
sugerem que a maioria dos 0leos essenciais ndo deixa sabores ou odores estranhos nos frutos,
quando aplicado em concentra¢gdes minimas inibitorias, principalmente em frutas armazenadas
(TAGHAVI et al., 2018). Aloui et al. (2014) relataram auséncia de sabores e odores estranhos
em tamaras tratadas com OE de citros. Cerejas tratadas com eugenol, timol ou mentol néo
apresentaram contaminacdo de odores e sabores estranhos, poréem quando aplicado 1,8-cineol,
um dos compostos majoritarios do OEM, ocorreu a presenca de odores estranhos nos frutos
(SERRANO et al., 2005). O OE de timol e cravacol incorporados a cera ndo influenciaram no
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cheiro ou sabor do suco de limdes, embora o aroma do OE tenha sido identificado

imediatamente apds a aplicacdo dos tratamentos, desaparecendo apds alguns dias de

armazenamento (CASTILLO et al., 2014). A contaminacdo dos frutos por volateis dos OE

provavelmente depende do OE aplicado, dose, tempo de exposi¢do, assim como 0 modo de

aplicacdo, da espécie frutifera e cultivares (TAGHAVI et al., 2018).

Tabela 2 - Perfil de compostos volateis em magas ‘Fuji’ submetidas a aplicagdo por
vaporizado de OE extraido (veréo), nas doses de 0, 50, 99, 254 uL L e de 0, 50,
82, 274 uL Lt de OE comercial 1, e mantidas em condigBes ambiente, por um
periodo de sete dias (23+1°C /UR de 65+5%). Safra 2018/2019.

(continua)
Area relativa (%)
Composto OE Extraido OE Comercial

Controle 50puLL?* 99puLL! 274uLL?! Controle 50pLL?' 82pLL? 274 Llu‘ L
Alcoois
1-Butanol 0,83+0,32 0,54+0,11 - - 3,08 0,48 - -
2-metil-1-
butanol 704+140 149+0,32 1,02+0,11 0,48+0,14 572+0,30 1,42+0,41 0,74+0,10 0,33+ 0,06
1-hexanol 6,71+1,24 163+0,35 1,31+0,29 1,23+0,19 8,18+0,62 20,10+ 0,40 1,46 +0,26 1,03 +0,36
2-hexenol 0,61 - - - - - - -
2-etil 3,39+0,38 - - - 2,91 - ; -
hexanol
Aldeidos
Hexanal 29,24+479681+136 684+145 506+1,6524,11+3,14 9,38+3,23 533+1,03 4,1+0,28
2-hexenal 15,81+2,28 3,12+0,66 1,89+052 2,06+0,33 16,98+0,51 291+0,47 1,76 £0,43 1,34 +0,58
Cetonas
Sulcatona 0,23 +0,11 - - - 0,50 +0,21 - - -
Esteres - - - - - - - -
Acetato de
2- 520+1,23 0,91+0,24 22,30 - 8,45+0,30 0,73+0,29 0,32+0,11 -
metilbutila
Acetato de 4 o, 4 ¢ g ; ; ; 2,05+ 0,75 - ; ;
butila

PubChem Compound Summary. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/. Acesso: outubro, 2020. Ndmeros sem

desvio padrdo, foram localizados em apenas uma repeticao. Fonte: Elaboracéo da autora, 2020.
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(concluséo)

Area relativa (%)

Composto OE Extraido OE Comercial

Controle 50pL LY 99pLL? 274pLL* Controle 50pLL? 82uLL?t 274pL L%

Acetato de
etila

Butil 2-
metilbutirato

0,83 +0,32 - - ; 0,90 ; ] )

2,82+091 0,69+0,19 0,67+0,07 041+0,16 1,78+022 057+0,05 0,15+0,18 -

Butanoato de

. 5. 213+045 0,79+0,20 0,59+0,13 0,38+0,13 1,29+0,21 0,30+0,06 0,27 +0,06 0,08 +0,17
2-metilhexila

Butanoato de
butila

Butanoato de
propila
Hexanoato
de butila
Hexanoato
de etila

Hexanoato
de propila
2-metil
butiratode 3,19+ 0,86 - - - 2,77 +£0,79 - - -
etila
Propionato
de butila
Propionato
de etila

Propionato
de propila

1,02+0,35 - - - 070£017 0,28 - -
1,31+0,18 - - - 1,04 +0,19 - - )
0,54 +0,10 - - - 0,55 + 0,04 - - )

0,29 - - ; - ; ) )

0,26 - - - - - - -

0,70 - - - 0,75 - - -

071+ 0,08 - - - 0,66 - -

0,90 £ 0,25 - - - 0,99+0,14 - - -
Terpenos

m-cimeno - 1,70 - 3,47 - 0,80+ 0,39 - -
Ocimeno - 157+0,14 2,29+£0,35 - 1,40+0,04 1,47+0,20 4,49+£0,68
1,4-cineol - - - - - 0,27 0,31+0,09 0,38+0,05
1,8-cineol - 28,36 £ 5,69 34,11 + 0,43 12,26 + 0,96 - 9,79+£1,18 10,72+2,041495+ 1,41

a-terpineol - 1,28+0,21 1,04+0,26 0,94+0,20 - 194+0,10 1,34+0,17 0,58 +0,08

Hidrato de
sabineno

y-terpineno - 1,10+£0,36 0,48+0,10 0,53+0,34 - 0,47+0,12 0,44+0,08 0,30+0,04

- 0,37 £ 0,02 0,37 - 0,12 - -

Terpinen-4-

ol - 46,66 + 8,33 48,84 + 8,80 70,02 + 8,12 - 68,53 £ 3,96 74,84 6,74 71,19 £5,73

Farneceno

0,69 £ 0,26 - - - - - -

Canfora - - - - - 0,23

PubChem Compound Summary. https://pubchem.nchi.nim.nih.gov/compound/. Acesso: outubro, 2020. Ndmeros
sem desvio padréo, foram localizados em apenas uma repeti¢do. Fonte: Elaboracdo da autora, 202
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Tabela 3 - Perfil de compostos volateis em magas ‘Fuji’ submetidas a aplicagdo por
vaporizado de OE extraido (outono), nas doses de 0, 43, 85, 124 L L™ e de 0, 49,
78, 126 pL L™ de OE comercial 2, e mantidas em armazenamento refrigerado por
30 dias (0£1°C/UR de 90+5%) seguido de um periodo de sete dias em temperatura
ambiente (23+1°C /UR de 65£5%). Safra 2018/2019.

(continua)

Area relativa (%)

Composto OE Extraido OE Comercial

Controle 43pLL?! 85pLL? 124puL Lt Controle 49uLL? 78uL Lt 126 pL L%

Alcoois

1-Butanol 0,48 1,47 +£0,40 0,87 +£0,29 0,98 +0,07 3,98 +0,15 1,08 +0,17 0,77 +0,12 0,65+0,19
2-metil-1-

butanol 1,42+041 261+0,33 1,26 +0,60 1,79+0,41 8,58+ 0,60 2,37 +0,36 2,13+0,62 1,48+ 0,37

1-hexanol 2,10+0,40 7,96 +0,38 523+1,23 7,91+0,7515,52 +2,87 8,25+ 0,83 5,04+0,34 572+1,24

2-hexenol 291+ 0,47 1,48+0,27 1,17+0,13 1,20+ 0,2110,51+£1,35 2,48+ 0,16 2,42+0,13 1,88 £ 0,52

Propanol 0,26 - - - - - - -
Aldeidos
Hexanal 9,38 +3,23 11,23 +5,20 5,32+ 0,85 7,34 £2,09 29,90 +2,56 10,31 +0,99 8,96 + 1,28 6,36 + 1,07

2-hexenal 4,00+1,57 - - - - - - R

Cetonas
Sulcatona 0,65 - - - 1,46 £0,25 0,27 £ 0,05 0,30 -
Esteres

Acetato de 2-

metilbutita 073029 - ) - - - - -
Agetato de 0,43 ) ) ) ) } . -

etila

Butanoato de ; g, , 19 142.40,27 0,60+0,17 1,14+0,42 2,6240,28 148+0,33 096030 0,46+0,13
2-metilhexila

tE)sljjttiz?goato de (g 0,77 - 036+008131£0,12 052+0,18 042+0,19 0,34
Butanoato de 1,81 +0,38 } . - 1,65+0,24 0,25 - -

propila

PubChem Compound Summary. https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/. Acesso: outubro 2020. NUmeros
sem desvio padrdo, foram localizados em apenas uma repeticdo. Fonte: Elaboracdo da autora, 2020.
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(concluséo)

Area relativa (%)

Composto

OE Extraido

OE Comercial

Controle

43puL Lt 85uL Lt 124 pL L%

Controle

49pL Lt 78uL Lt 126 pL Lt

Hexanoato de
butila
Hexanoato de
propila
2-metil-butil-
2-meti
butirato
2-metil-
butirato de
etila

2-metil-
butirato de
metila
Butanoato de
etila

0,60 £ 0,22

0,23+0,04

0,58 + 0,24

6,62+ 1,35

0,57 £0,05

4,20

Butanoato de
2-metila

Butirato de
2-
metilpropila
Propionato
de etila

Terpenos

2,62 +0,84

0,57 £ 0,08

m-cimeno -
Ocimeno -
1,4-cineol -

1,8-cineol -
a-terpineno -
a-terpineol -

y-terpineno

Hidrato de
sabineno
Terpinen-4-
ol

Farneceno -

Terpinoleno -

0,56

1,33+£0,25

36,90 £1,9737,76 £ 6,5717,94 + 2,15
0,39

0,75+0,15 0,89+ 0,62 0,94 + 0,36
0,52 +0,08

0,29 0,40+0,11

0,23

34,22 + 3,5910,65 + 13,7%0,87 + 6,45

1,10+ 0,08

0,31+0,01

0,60+0,15

5,28 +0,40

0,49 £ 0,09

3,25+0,38 1,71+0,44 0,65+0,18 1,04 +£0,15 3,43+0,17

2,68 +0,19

0,35+ 0,08 41,07 0,20

0,34 +0,02 - -

1,40+0,26 0,93+0,43 0,40+0,07

0,31+0,01 - -

0,64 £0,01 0,94 -

0,78 +0,02 0,20 0,71+0,18

0,22+0,01 0,28+0,07 0,26 +0,03

9,19+0,57 17,82 +3,3118,81+0,81]

1,16+0,10 0,98+0,45 0,80+0,12

0,30+0,04 0,33+0,10 0,29

60,09 + 4,21 53,47 +10,0374,11 +2,95
0,36 + 0,01 - -

0,21 - -

PubChem Compound Summary. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/. Acesso: outubro 2020.
Fonte: Elaboragdo da autora, 2020. Ndmeros sem desvio padrao, foram localizados em apenas uma repeticao.
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5 CONCLUSOES

O oleo essencial de Melaleuca extraido de folhas coletadas em diferentes épocas
(primavera, verdo, inverno e outono) apresentam variagdo na sua composicao quimica em
relagdo ao perfil de compostos identificados e na propor¢do da area relativa destes. A maior
area relativa do composto majoritario, terpinen-4-ol foi encontrada na primavera, na presenca
de floracdo. E a menor concentracdo do composto 1,8-cineol foi no verdo. Os OESs comerciais
também apresentaram diferencas na area relativa de seus compostos.

A aplicacédo do 6leo essencial de Melaleuca (extraido, comercial) em pos-colheita, por
vaporizacao, reduz o desenvolvimento de podridfes ocasionado por P. expansum, no entanto,
causa alteracOes indesejadas nos atributos de qualidade dos frutos assim como no perfil de
compostos volateis, tanto em frutos mantidos em condi¢es ambiente como em armazenamento
refrigerado.

Estudos adicionais podem ser realizados com o objetivo de determinar uma melhor
forma de aplicacdo do OEM, a dosagem mais adequada, que nao interfiram nos atributos de
qualidade dos frutos, bem como identificar quais os componentes do éleo tém maior acédo sob

o fungo e a interferéncia desses nas propriedades organolépticas dos frutos.
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ANEXO A — QUESTIONARIO ANALISE SENSORIAL

Anexo A Questionario disponibilizado para a analise dos frutos de mag¢a ‘Fuji’, ofertados para

analise sensorial. Safra 2018/2019.

Nome (opcional):

Qual sua preferéncia com relacgéo a textura de magas? () Firme () Macia.

Vocé estéd recebendo quatro amostras de maga. Por favor, avalie cada uma das amostras codificadas e use a
escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou de cada amostra para as duas

variaveis avaliadas.

N° Amostra Aroma Presenca de aroma estranho? Qual?
184 () Néo () Sim
477 () Néo () Sim
383 () Ndo () Sim
651 () Nédo () Sim

1- Desgostei muitissimo
2- Desgostei muito
3- Desgostei
4- Nao Gostei, nem desgostei
5- Gostei
6- Gostei muito
7- Gostei muitissimo
Por favor, avalie as amostras utilizando a escala abaixo para descrever sua intencdo de compra do produto.
Marque a posi¢do da escala que melhor reflita seu julgamento.
N° da Amostra 184 477 383 651

1- Nunca compraria

2- Compraria raramente este produto

3- Compraria ocasionalmente este produto
4- Compraria frequentemente este produto

5- Compraria sempre este produto.

Observagoes/Comentarios:
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RESUMO
Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo de Oxido nitrico (NO), em
diferentes doses e momentos, sobre a manutencdo da qualidade pos-colheita de magés ‘Fuji’
armazenadas em Atmosfera Controlada (AC) e Atmosfera Controlada Dindmica com Etapa de
Low Oxygen (ACD-ELO). Foram analisados pardmetros fisioldgicos, bioquimicos e de
qualidade, incluindo taxa respiratdria, producdo de etileno, firmeza, cor da epiderme,
compostos fenolicos totais (CFT), atividade antioxidante total (AAT), atividades enzimaticas
de superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e polifenol oxidase (PPO), além de
concentragdes de peroxido de hidrogénio (H:0:), incidéncia de disturbios fisiologicos e
podriddes. Os experimentos foram conduzidos entre 2020 e 2023, com frutos provenientes de
Sao Joaquim (SC) e Vacaria (RS). Na primeira safra, a aplicagdo de 5 pL L' de NO em AC
apresentou resultados positivos na manutencéo da firmeza, reducdo do escurecimento da polpa
e aumento da atividade antioxidante. Na segunda safra, o NO afetou negativamente a taxa
respiratoria, producédo de etileno, cor e firmeza, embora tenha reduzido o escurecimento da
polpa em condi¢des de AC com baixo oxigénio. Na terceira safra, com os cultivares ‘Fuji
Suprema’ e ‘Fuji Mishima’, a aplicagdo de NO em ACD néo foi eficiente na manutencédo da
qualidade, acelerando o metabolismo dos frutos. No entanto, favoreceu a atividade antioxidante
nos frutos de S&o Joaquim, efeito ndo observado nos de Vacaria. Os resultados indicam que a
eficacia do NO é dependente de multiplos fatores como local de producdo, cultivar, estagio de

maturacdo, condicdo de armazenamento, dose e momento de aplicacgéo.

Palavras-chave: Atividade enzimatica, Disturbio fisiolégico, Malus domestica, Pos-colheita.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of nitric oxide (NO) application, at different doses and
times, on the maintenance of postharvest quality of ‘Fuji’ apples stored in Controlled
Atmosphere (CA) and Dynamic Controlled Atmosphere with Low Oxygen Stage (DCA-ELO).
Physiological, biochemical and quality parameters were analyzed, including respiratory rate,
ethylene production, firmness, epidermal color, total phenolic compounds (TPC), total
antioxidant activity (TAA), enzymatic activities of superoxide dismutase (SOD), peroxidase
(POD) and polyphenol oxidase (PPO), in addition to hydrogen peroxide (H20:) concentrations,
incidence of physiological disorders and rots. The experiments were conducted between 2020
and 2023, with fruits from Sao Joaquim (SC) and Vacaria (RS). In the first harvest, the
application of 5 pL L™ of NO in AC showed positive results in maintaining firmness, reducing
pulp browning and increasing antioxidant activity. In the second harvest, NO negatively
affected the respiratory rate, ethylene production, color and firmness, although it reduced pulp
browning under AC conditions with low oxygen. In the third harvest, with the cultivars ‘Fuji
Suprema’ and ‘Fuji Mishima’, the application of NO in ACD was not efficient in maintaining
quality, accelerating fruit metabolism. However, it favored the antioxidant activity in Sao
Joaquim fruits, an effect not observed in Vacaria fruits. The results indicate that the
effectiveness of NO is dependent on multiple factors such as production site, cultivar, ripening
stage, storage conditions, dose and time of application.

Keywords: Enzymatic activity, Malus domestica, Physiological disorder, Postharvest.
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1 INTRODUCAO

Santa Catarina desempenha um papel crucial no agronegécio, com 33.358 hectares de
area com cultivo de magés e cerca de 2.990 produtores responsaveis por aproximadamente 423
mil toneladas de macas na safra 2023/24, principalmente das cultivares ‘Gala’ e ‘Fuji’, além de
suas variagdes. Esses resultados conferem ao estado o titulo de maior produtor de macas do
Brasil (Epagri/Cepa, 2024).

Em geral, os frutos possuem uma vida Util menor quando comparados a outros produtos
agricolas, como gréaos e cereais, devido ao elevado teor de umidade, resultando em perdas
significativas ao longo de toda a cadeia produtiva. Essas perdas sdo atribuidas a elevadas taxas
respiratorias e de producdo de etileno, distdrbios fisiologicos, acondicionamento inadequado,
senescéncia, danos mecénicos e ocorréncia de podridfes. As doengas que afetam os frutos na
pos-colheita podem originar-se de infec¢des latentes ou de ferimentos durante a colheita
(Fachinello et al., 2011; Miqueloto, 2011; Ogoshi et al., 2019).

A producdo de macds é concentrada em um curto periodo do ano, 0 que exige o
armazenamento de parte da producdo por longos periodos, visando a oferta de frutos de
qualidade durante a entressafra. Para isso, sdo necessarios procedimentos adequados de
manuseio e armazenamento, a fim de minimizar as perdas pos-colheita (Bekele et al., 2016; Li
et al., 2017; Fang; Wakisaka, 2021).

A pos-colheita engloba toda a cadeia, desde a separacao na colheita até o consumo final,
envolve etapas cruciais para garantir a oferta de um produto com qualidade assegurada ao
consumidor. Cada categoria de produto vegetal requer tratamentos especificos em termos de
umidade, temperatura de armazenamento e outras condi¢cdes, com o0 objetivo de garantir a
longevidade e a qualidade comercial do produto (Ferreira, 2008; Dantas et al., 2020).

Uma alternativa para melhorar o acondicionamento e, consequentemente, a qualidade
dos frutos ofertados, é o armazenamento em atmosfera controlada (AC) até 0 momento da
comercializacdo. No Brasil, a capacidade estatica de armazenamento em atmosferas
convencional e controlada é de aproximadamente 705 mil toneladas (Petri et al., 2016; Souza
et al., 2024). A AC preserva a qualidade dos frutos por longos periodos ao reduzir a pressao
parcial de oxigénio (O2) e/ou aumentar a pressao de gas carbonico (CO2), além de diminuir a
temperatura e elevar a umidade relativa, influenciando o metabolismo celular dos frutos, a
biossintese de etileno, a respiragdo celular e a atividade enzimatica (Brackmann, 2007; Soardi,
2019).
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Entre os sistemas de AC mais utilizados, destaca-se 0 sistema estatico, que pode
empregar pressdes parciais de O. baixas (1,2 a 2 kPa), ultrabaixas (0,7 a 1,2 kPa) e
extremamente baixas (< 0,7 kPa) (Berghetti et al. 2020; Mditshwa et al. 2018; Fernandes et al.,
2021). Nesses sistemas de AC, os niveis desejados de O s&o ajustados por meio da injecdo de
nitrogénio gasoso ou ar atmosférico, sendo mantidos constantes durante todo o periodo de
armazenagem, para o controle do CO; utilizam-se adsorvedores de CO: (Yahia, 2019). Na AC
estatica, 0 manejo inadequado das pressdes de O> pode resultar em maior incidéncia de
distarbios fisioldgicos e podriddes, comprometendo a manutencdo da qualidade, ocasionando
0 escurecimento da polpa, a reducdo do aroma e o desenvolvimento de sabor alcodlico nos
frutos (Prange, 2007; Mditshwa et al., 2018; Berghetti et al., 2020; Fernandes et al., 2021).

Nos frutos armazenados em AC, a incidéncia de degenerescéncia da polpa pode estar
associada a baixa difusdo de Oz e/ CO2 nos tecidos da polpa, devido ao adensamento celular,
prejudicando as trocas gasosas. Esse adensamento pode ser causado pela temperatura do ar
durante o desenvolvimento dos frutos, sendo mais comum em regides frias como Santa Catarina
e Rio Grade do Sul. Além da temperatura, fatores como radiacdo solar, umidade relativa e
precipitacdo pluviométrica durante o desenvolvimento dos frutos, podem aumentar a ocorréncia
de disturbios fisiolégicos (Lau, 1997; Ferguson et al., 1999; Corréa et al., 2010; Thewes et al.,
2017).

A degenerescéncia da polpa caracteriza-se pelo escurecimento da polpa na regido do
cortex, associado a baixas pressdes parciais de Oz ou altas pressdes de CO2 (Brackmann et al.,
2002; Clarck et al., 2003; Brackmann et al., 2005b; Klein, 2021). Além disso, esse disturbio
pode estar relacionado a incidéncia de pingo-de-mel na colheita, um problema comum nas
macas Fuji. A progressdo deste disturbio intensifica a susceptibilidade dos frutos aos danos
provocados pelo CO2, os quais séo caracterizados pela infiltragdo de suco rico em sorbitol nos
espacos intercelulares. (Browen; Watkins, 1997; Brackmann et al., 2002; Paraschivu et al.,
2021).

Fatores como temperatura durante o crescimento e maturacdo dos frutos, nutrigdo
mineral, tipo de solo, manejo do pomar e idade da planta também influenciam a
degenerescéncia de polpa. A incidéncia e severidade desse distarbio podem variar conforme o
local e 0 ano de producdo (Ferguson et al., 1999; Brackmann et al., 2002; Paraschivu et al.,
2021).

A atmosfera controlada dindmica (ACD) é uma forma avancada de armazenamento que
complementa a AC. Este método baseia-se na modificacdo das pressdes parciais de O2 ao longo

do periodo de armazenamento, conforme a tolerancia da cultivar de macéa a baixas pressoes de
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O>. Para implementar a ACD, ¢ essencial monitorar e detectar o estresse do fruto. Quando o
estresse atinge um ponto critico, a pressao parcial de O> deve ser aumentada para diminuir a
respiracdo anaerdbica e evitar distdrbios fisiologicos. O monitoramento € realizado pela
medicdo de etanol na polpa do fruto ou na cdmara de armazenamento, pela fluorescéncia das
clorofilas, pelo quociente respiratério ou ainda pela producédo de CO2 (Veltman et al., 2003;
Prange et al., 2007; Wright et al., 2012; Weber et al., 2015; Thewes et al., 2017).

Macas da cultivar ‘Fuji’ tém potencial de armazenamento por longos periodos em AC e
ACD. Contudo, quando armazenadas por longos periodos, podem apresentar reducéo acentuada
na acidez, amarelecimento dos frutos, degenerescéncia de polpa e perdas quantitativas devido
a podriddes. As perdas por podriddes podem exceder 6 % na abertura da cadmara fria, chegando
a 23 % ap0s 7 dias em temperatura ambiente (vida de prateleira) durante a comercializacédo
(Brackmann et al., 2002; Argenta et al., 2015; Argenta et al., 2021).

Entdo a utilizacdo de AC e baixissimo oxigénio (extremely low Oxygen - ELO) e
ACD/ELO apresenta uma alternativa interessante, para a manutencdo da qualidade dos frutos
durante o armazenamento. O armazenamento em ELO, representa uma estratégia
complementar a AC para a preservacao da qualidade dos frutos. Essa técnica consiste na
manutencdo dos frutos sob pressdes parciais de Oz superiores ao ponto de compensacao
anaerdbica, porém inferiores as concentracGes tradicionalmente empregadas na AC. Tal
abordagem permite a reducédo da taxa metabolica, minimizando o consumo de agUcares e acidos
decorrente da respiracdo celular, contribuindo para a manutencdo da qualidade pds-colheita
(Weber et al., 2013). As condicdes de armazenamento de AC, juntamente com ELO, Oz de 0,4
kPa, foi eficiente para a manutengdo da qualidade de magds ‘Royal Gala’, armazenadas por 9
meses seguidos de mais 7 dias a 20°C, sendo identificado uma menor producéo de etileno, maior
firmeza de polpa e menor ocorréncia de disturbios fisiologicos (Berghetti et al., 2020). Além
disso, ha evidéncias que sugerem que a aplicacdo de pressdes parciais O2 (inferiores a 0,5 kPa
ELO) em atmosferas estaticas pode também favorecer a manutencéo da qualidade magas ‘Royal
Gala’ durante o armazenamento (Berghetti et al., 2020).

O tratamento com 6xido nitrico (NO) tem se mostrado promissor na manutencdo pos-
colheita de macds, ameixas, bananas, peras e péssegos, relatam a manutencéo da qualidade dos
frutos pos-colheita com sua utilizagdo (Cai et al., 2020; Steffens et al., 2022; Machado et al.,
2022; Gularte et al., 2022; Coser et al., 2023). O NO é uma espécie reativa de nitrogénio
produzida naturalmente em células vivas, envolvido diversos processos fisioldgicos nas plantas.
Sua acdo sobre eventos fisioldgicos possivelmente ocorre da interacdo com fitorménios como

etileno, auxinas, acido abscisico, acido jasmonico, acido salicilico, giberelinas, citocininas,
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brassinosteroides, poliaminas e outras moléculas reguladoras (Palma et al., 2019). E um
componente endégeno no metabolismo celular vegetal, formado como subproduto no ciclo do
nitrogénio, pela liberacdo dos ciclos de nitrificacdo-desnitrificacdo, podendo ser produzido
pelas enzimas Oxido nitrico sintase (NOS), nitrato redutase (NR) ou nitrito: NO (Ni-NOR)
(Manjunatha et al., 2010; Vieira, 2013; Palma et al., 2019; Soardi, 2019).

Estudos recentes mostram que o NO participa do processo de senescéncia dos frutos e
do metabolismo do etileno, prolongando a vida pos-colheita dos frutos, reduzindo a taxa de
producdo de etileno, retardando a maturacdo, diminuindo podriddes e retardando o
amadurecimento (Seyf et al., 2012; Coser et al., 2023). O NO também contribui para a
manutencdo da qualidade pds-colheita pelo controle do estresse oxidativo, induzindo enzimas
como superoxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD), reduzindo o escurecimento da polpa
(Zhu et al., 2008; Manjunatha et al., 2010; Ghorbani et al., 2018; Palma et al., 2019; Post et
al., 2022). No entanto, o efeito do NO depende da concentracao aplicada e da espécie de fruto
tratada (Manjunatha et al., 2010; Khan et al., 2023).

Na presenca de Oz, 0 NO se transforma em NO>, perdendo sua atividade, portanto a
aplicacdo deve ser realizada em ambiente com baixo Oz (< 1 kPa) para manter sua eficécia (Liu,
2016). Esse ambiente é ideal para prolongar a atividade do NO, contribuindo para a manutencao
da qualidade dos frutos armazenados e reduzindo o desperdicio de alimentos.

Com base nos estudos ja existentes, a exposicdo ao NO durante o0 armazenamento em
AC e ACD demonstra potencial para reduzir a incidéncia de podrid@es e disturbios fisiol6gicos.
Por isso, 0 objetivo deste estudo foi minimizar os problemas de armazenamento utilizando o
NO, avaliando a aplicacéo de diferentes doses e tempo de aplicacdo de NO em AC e ACD na
manutencdo da qualidade, reducdo de podriddes pds-colheita, disturbios fisiologicos e
retardamento da maturagdo de magas ‘Fuji’, além da interagdo entre o NO e as condig¢Oes de

AC e ACD utilizadas.
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2 MACAS ‘FUJI KIKU’ ARMAZENADAS EM ATMOSFERA CONTROLADA-ELO
COM APLICACAO DE DIFERENTES DOSES DE OXIDO NIiTRICO

2.1 INTRODUCAO

O amadurecimento em magds é coordenado pelo fitormonio etileno e € acompanhado
por mudancas fisicas e bioquimicas, tais como a degradacdo da parede celular, a sintese de
pigmentos, a degradacao de clorofilas, um declinio no contetdo de agucares soluveis, a reducao
de acidos organicos e a reducéo na producdo de compostos volateis responsaveis pelo sabor dos
frutos (Drogoudi; Pantelidis, 2011; Li et al., 2012). Apos a colheita, a respiracdo do fruto
persiste, necessitando o uso de reservas metabdlicas como carboidratos e acidos organicos. Esse
processo leva a reducdo no teor de acidos organicos e de acgucares, ja que sdo consumidos
durante a respiracdo (Seppa et al., 2013; Yang et al., 2013).

Para controlar as taxas de producdo de etileno e respiratérias dos frutos, a atmosfera
controlada (AC) desempenha um papel crucial. Esse método altera as pressfes parciais dos
gases na armazenagem, além de controlar a temperatura e a umidade relativa do ar, tendo o
objetivo de minimizar ao maximo a respiracdo e a producéo de etileno (Brackmann et al., 2011,
Ho et al., 2013; Both et al., 2014). Juntamente com AC, pode ser utilizado a reducdo das
pressdes de gases a niveis baixissimos (extremely low oxygen- ELO).

O armazenamento de macds sob ELO, quando aplicado de forma dindmica, como na
atmosfera controlada dinamica (ACD) monitorada por fluorescéncia de clorofila (chlorophyll
fluorescence- CF), favorece a preservacdo da qualidade dos frutos. Estudos indicam que a
manutencdo das macgas em uma pressao parcial de oxigénio de 0,4 kPa proporciona qualidade
superior em comparacao ao armazenamento convencional em atmosfera controlada (1,0 kPa
O2+ 1,2 kPa CO3) (Zanella et al., 2008; Weber et al., 2016). Ademais, ha indicios de que
pressdes parciais de oxigénio extremamente baixas (abaixo de 0,5 kPa O2), quando empregadas
em atmosferas estaticas, possam igualmente contribuir para a preservacéo da qualidade de maca
‘Royal Gala’ ao longo do periodo de armazenamento (Berghetti, et al., 2020).

Apesar das vantagens da AC em retardar o processo de amadurecimento de frutos, este
sistema de armazenagem reduz a emissdo de compostos volateis pelos frutos, bem como pode
ocasionar disturbios fisioldgicos, como o0 escurecimento interno dos frutos. Neste sentido,
torna-se importante 0 monitoramento constante do O para evitar a mudanc¢a do metabolismo
aerobio para anaerdbio (Wright et al., 2010; Both et al., 2014).
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Juntamente com a condi¢do de AC/ELO, a utilizacdo de outros métodos alternativos,
que venham a contribuir com a manutencdo da qualidade dos frutos sédo cada vez mais
pesquisados. Uma alternativa que apresenta potencial para contribuir com a manutencdo da
qualidade de macés armazenadas é a utilizacdo do oxido nitrico (NO).

O NO, uma espécie reativa de nitrogénio produzida naturalmente em células vivas, pode
reduzir a producdo de etileno e retardar a maturagéo, a senescéncia e perda de qualidade de
frutos quando aplicado em baixas concentracGes. Este gas a apresenta propriedades anti-
senescentes, prolonga a vida poés-colheita dos frutos e induz a atividade de enzimas
antioxidantes, controla o estresse oxidativo e reduz a incidéncia de podriddao pés-colheita
(Palma et al., 2019; Sun et al., 2021).

A aplicacdo de NO em AC é vantajosa devido a baixa pressao parcial de Oz, mantendo
as moléculas de NO estaveis por mais tempo. Resultados positivos foram observados em
bananas 'Cavendish’, ameixas 'Laetitia’, mamé&o ‘cv’, péssegos ‘cv’ e magés 'Cripps Pink’, onde
0 NO reduziu o estresse oxidativo, retardou a maturacao e diminuiu a incidéncia de distarbios
fisioldgicos e podriddo pos-colheita (Cai et al., 2020; Steffens et al., 2021; Steffens et al., 2022;
Machado et al., 2022; Gularte et al., 2022).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes doses de NO,
durante o armazenamento em AC/ELO, sobre manutencéo da qualidade das macas ‘Fuji Kiku’,
especialmente quanto a reducdo da incidéncia de podriddes pés-colheita e distirbios

fisioldgicos.



20

2.2 MATERIAL E METODOS

Os frutos foram colhidos na (safra 2020/2021), em um pomar comercial localizado em
Vacaria (28° 30" 39" S; 50 55" 47" W), Estado do Rio Grande do Sul, Sul do Brasil. Frutos
com danos mecénicos ou danos causados por insetos e doencas foram descartados. Os frutos da
cultivar Fuji Kiku apresentaram os seguintes atributos de amadurecimento na colheita: cor de
fundo da epiderme com luminosidade (L*), croma (C) e angulo de hue (h°) de 73,2, 34,6 e
108,9, respectivamente; firmeza da polpa de 60,1 N, teor de sélidos soltveis (SS) de 12,8 ° Brix
de acucar e acidez titulavel (AT) de 0,216 % de &cido malico e indice iodo amido 4,5 (escala
1- 5).

Os tratamentos foram: 0 (controle, sem aplicacdo de NO), 1, 2, 5 e 10 uL L* de NO,
que foram aplicadas semanalmente nas microcamaras. A condi¢do de AC/ELO utilizada foi 0,5
kPa Oz + < 0,5 kPa de CO3, na temperaturade 1,5+ 0,2 °C e UR de 94 £ 2 %. Os frutos ficaram
armazenados pelo periodo de 7 meses, em microcAmaras de AC.

O monitoramento e o controle das pressdes parciais de Oz e CO2 ocorreram diariamente
de forma manual, com auxilio de analisador de gases. Na saida da microcamara, apds 7 meses
de armazenamento, os frutos foram avaliados quanto as variaveis: taxas respiratéria e de
producdo de etileno, cor de fundo da epiderme, incidéncia de podridGes e disturbios fisioldgicos
externos. Apos 7 dias em condi¢es ambiente (7 meses de armazenamentos seguidos por 7 dias
em condi¢cdes ambiente), os frutos foram avaliados quanto as mesmas variaveis da saida da
camara e quanto a firmeza de polpa, AT, SS, compostos fendlicos totais, atividade antioxidante
total, atividade das enzimas superdxido dismutase e peroxidase e o contetdo de peroxido de
hidrogénio.

As taxas respiratorias e de producdo de etileno foram avaliadas a partir de
aproximadamente 1.400 g de frutos de cada amostra, que foram colocados em recipientes de
vidro de 5.000 mL e fechados hermeticamente por aproximadamente 3 horas. Para a analise do
etileno, utilizou-se 3 seringas de amostra por recipiente, com aliquotas de gas (1 mL) de cada
um dos 20 recipientes, sendo que cada vidro representa uma unidade experimental. A amostra
foi injetada em um cromatdgrafo gasoso, da marca PerkinElmer®, modelo Clarus 580,
equipado com uma coluna Porapak N® de 3 m de comprimento (80-100 mesh) e detector de
ionizacdo de chama. As temperaturas da coluna, do detector e do injetor utilizados foram 90;
240; e 120 °C, respectivamente. Os fluxos de nitrogénio, hidrogénio e ar sintético utilizados

foram 70; 45 e 450 mL min, respectivamente.
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A respiracdo dos frutos foi determinada pela quantificacdo da producdo de COo,
utilizando o ar do mesmo recipiente usado para a determinagédo do etileno, que foi circulado
através de analisador eletronico de CO da marca Schelle®. Os valores da atividade respiratoria
e da taxa de producio de etileno foram expressos em nmol de CO2 kg* s e nmol de C2H4 kg™
s, respectivamente.

A cor foi avaliada na regido menos vermelha da epiderme dos frutos, e o resultado foi
obtido pela média das leituras em frutos avaliados. Foi utilizado colorimetro Minolta®, modelo
CR-400, obtendo os valores de luminosidade/brilho (L*, 0 = preto; 100 = branco)
cromaticidade/saturacdo (C, 0 = menos saturado; 100 = mais saturado) e angulo hue/tonalidade
(h°, 0° = vermelho; 90° = amarelo; 180° = verde; e 270° = azul).

A firmeza de polpa foi determinada em dois lados opostos, na regido equatorial dos
frutos, onde previamente foi retirada parte da epiderme. Foi utilizado um penetrémetro, marca
Guss Manufacturing Ltd, equipado com ponteira de 7,9 mm de didmetro. Os dados foram
expressos em Newton (N).

A determinacdo da AT foi realizada pela titulagdo, adicionando hidréxido de sodio 0,1
N em uma solucdo contendo 5 mL de suco homogeneizado em 45 mL de agua destilada, até
atingir pH 8,1 utilizando titulador automatico, modelo Titroline® 5000, marca Sl Analytics. O
resultado foi calculado e expresso em acido malico (%). Os teores de SS, (°Brix) foram
determinados em um refratdmetro digital, marca Atago®, utilizando-se uma aliquota do suco
extraido da amostra dos frutos.

A incidéncia de escurecimento da polpa foi avaliada por meio de cortes na seccdo
transversal dos frutos considerando-se escurecidos aqueles que possuiram regides internas da
polpa com qualquer tipo de escurecimento.

Para realizar as analises de compostos fenolicos totais (CFT) foi feita a separagdo de
amostras de epiderme e polpa da regido distal do fruto, estas foram congeladas em nitrogénio
liquido imediatamente apds o processamento dos frutos, processadas com triturador vertical
(modelo RI1364, Philips, Brasil), e maceradas em almofariz com nitrogénio liquido.

Para a obtencgéo dos extratos de polpa e epiderme foram utilizadas, respectivamente, 5
g de polpa e 1 g de epiderme, adicionado 10 mL de metanol/agua destilada (50:50, v/v), com
posterior homogeneiza¢do em ultraturrax (modelo SilentCruscher M, Heidolph, Alemanha).
Foi colocado em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, centrifugadas a
15.000 rpm por 15 minutos a 4 °C, em centrifuga (modelo CR22N, Hitachi, Japdo). O
sobrenadante foi filtrado em baldo volumétrico de 25 mL e ao residuo da primeira extrag&o,

foram adicionados 10 mL de acetona/agua destilada (70:30, v/v), com posterior
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homogeneizacdo e repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram
submetidas a nova centrifugagdo nas mesmas condic¢@es. O sobrenadante foi transferido para o
baldo volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e o volume foi completado para 25 mL
com agua destilada. Os extratos ficaram reservados para analise de CFT.

A determinacédo do conteudo de CFT na polpa e na epiderme foi realizada utilizando o
reagente Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, Cotia, Brasil) através de metodologia adaptada de
Roesler et al. (2007). A curva padréo foi obtida com acido galico (BIOTEC, Pinhais, Brasil),
nas concentragdes de 0, 10, 30, 50, 70, 90, 100 pL L. Para a anélise foram adicionados 1 mL
de extrato, 1 mL de Folin-Ciocalteau (diluida na proporc¢éo de 1:3; amostra/agua destilada) e 2
mL da solucédo de carbonato de sddio (Cinética, produtos quimicos, Brasil) na concentracéo de
10%, seguido de homogeneizacdo. As leituras foram realizadas em uma leitora de microplacas
(modelo EnSpire, PerkinElmer do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) no comprimento de onda de
765 nm. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por 100 g de
massa fresca da amostra (mg EAG 100 g™ MF).

Para o método DPPH, o radical foi preparado no dia da analise, através da dilui¢do do
DPPH (0,06 mM) em metanol. Para os tubos de ensaio foi transferida uma aliquota de 0,1 mL
do extrato e 3,9 mL do radical, em triplicata. A mistura foi homogeneizada e a absorbancia foi
quantificada no comprimento de onda de 515 nm, ap6s 30 minutos do inicio da reacdo com a
adicdo do extrato. A curva de calibracdo foi realizada com solucGes padrdes de Trolox, e 0s
resultados foram expressos em capacidade antioxidante equivalente de Trolox por 100 g de
massa fresca (umol Trolox 100 g~! MF).

Para a determinacdo pelo método ABTS, o radical foi preparado através da solucao
estoque de ABTS (7 mM) com persulfato de potéssio (140 mM) e permaneceu por 16 horas a
20 °C. Antes das andlises o radical foi diluido com &lcool etilico até a absorbancia de 0,70 £
0,05 no comprimento de onda de 734 nm. Aliquotas de 30 uL. foram transferidas em tubos
Falcon, que continham 3 mL do radical ABTS, em triplicata, e homogeneizados. Apés 6
minutos de reacdo, a absorbancia foi quantificada no comprimento de onda de 734 nm. A curva
de calibracéo foi realizada com solucgdes padrdes de Trolox, e os resultados expressos em pmol
Trolox 100 g~! MF.

Todas as etapas necessarias ao processo de determinacédo da atividade enzimatica foram
executadas a 4 °C. A atividade da enzima peroxidase (POD) foi determinada conforme método
descrito por Hammerschmidt; Nuckles; Ku¢ (1982), com modificagdes. Desta forma, em 0,5 g
da amostra fresca (ja macerado em nitrogénio liquido) foram adicionados 5 mL de tampéo de
fosfato de potassio 0,100 M (pH 7,0) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) contendo 1 mM de
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polivinilpirrolidona insoltvel (PVPP) (Vetec, Duque de Caxias Brasil) e 1 mM de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Synth, Diadema, Brasil) para cada 100 mL de tamp&o,
homogeneizado em ultra-turrax (modelo SilentCruscher M, Heidolph, Alemanha) por 1 minuto
e adicionado 0,1% de Triton (v/v) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil). O extrato permaneceu em
repouso por 15 min a 8 °C e em seguida foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 min a 4 °C em
centrifuga (modelo CR22N, Hitachi, Japdo). Apds, 0,30 mL do sobrenadante foi utilizado para
ensaio enzimatico. Imediatamente ap6s a adicao de 2,7 mL de uma mistura reacional, contendo
tampdo fosfato de potéssio (Vetec, Duque de Caxias, Brasil): guaiacol (Vetec, Duque de Caxias,
Brasil): H202 (5 mL: 0,0125 mL: 0,0163 mL) foi definida a atividade enziméatica com o
aumento da absorbéncia por minuto quantificada a 470 nm em leitura de microplacas (modelo
EnSpire, PerkinElmer, EUA). O resultado foi expresso em DO mg de proteinas™ minuto™.

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com o
método descrito por Giannopolitis; Reis (1977), com modificacdes. As reacbes foram realizadas
em trés tubos distintos. No primeiro tubo, determinado como branco, uma aliquota de 50 pL de
extrato bruto da amostra de polpa e 25 uL de extrato bruto de epiderme, foi adicionada a 2,95
mL e 2,975 mL, respectivamente, do meio de reacdo, composto pelo tampdo de fosfato de
potéssio 50 mM (Synth, Diadema, Brasil) pH 7,8, metionina 13 mM (Vetec, Duque de Caxias,
Brasil), cloreto de tetrazélio-nitroazul (NBT) 75 um (Sigma-Aldrich, Cotia, Brasil), EDTA 100
nM (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) e riboflavina 2 mM (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), e
permaneceram em reacao cobertos por papel aluminio durante 10 minutos. O segundo tubo,
chamado de controle, recebeu apenas a solucdo de trabalho, permanecendo pelo mesmo tempo
de reacdo, porém recebendo luz. O terceiro tubo recebeu a solugdo de trabalho e a amostras,
permanecendo por 10 minutos em reacdo sob a luz. As leituras das amostras foram realizadas
com auxilio de um leitor de microplacas modelo EnSpire (PerkinElmer, Waltham, USA) no
comprimento de onda de 560 nm. Os resultados foram expressos em pmol min™* mg proteina.

Para a analise de perdxido de hidrogénio, foi homogeneizado 0,3 g de mostra em 2 mL
de TCA a 0,1 %, a seguir foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Ent&o, foi
retirado o sobrenadante e colocado em eppendorfs. Para a analise foi acrescentado 500 pL do
TKF (fosfato monopotassico + fosfato potassico dibasico) 10 mM pH 7,0, 1 mL de KL 1M e
500 pL da amostra no comprimento de onda de 390 nM.

A incidéncia de podriddao nos frutos foi determinada pelo nimero de frutos que
apresentaram podriddo em relacdo aos totais de frutos analisados. Os resultados foram
expressos em (%).
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Para os dados de etileno e
respiracdo realizou-se analise de regressdao em fungdo dos dias (de vida de prateleira) e foi
comparado o efeito das doses de NO, em cada dia de analise, pelo teste Tukey (p < 0,05)
utilizando o Sisvar (Ferreira, 2019). As demais variaveis foram submetidas a analise de

regressdo pelo programa Sigmaplot.
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A taxa de producéo de etileno apresentou comportamento quadratico no dia 2 e 4 de

avaliacdo dos frutos, para os tratamentos 1, 2 e 5 pL L%, com reduc&o da taxa nas doses 1, 2,10

uL L de NO, quando comparados ao controle. (Figura 1).

Figura 1-Taxa de producao de etileno de mac¢as ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7 meses em

atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELQO) com aplica¢cdes semanais de

NO. Safra 2020/2021. Lages — SC.
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R2: Coeficiente de determinagao.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

No segundo dia de exposi¢do dos frutos em condi¢cdo ambiente (vida de prateleira) a

uma temperatura de 21+ 0,5 °C e UR de 65 + 5 %, 0 tratamento controle apresentou maior taxa

de producéo de etileno, quando comparado a dose de 1, 5 e 10 pL L™, ndo diferindo do

tratamento com 2 pL L™ de NO, os demais tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si.

Ao quarto dia, o tratamento controle apresentou maior taxa de producéo de etileno, quando

comparado aos demais tratamentos. Sendo o tratamento com 10 pL L™ o que apresentou menor

taxa de producéo de etileno, os tratamentos 1, 2 e 5 uL L™, ndo diferiram estatisticamente entre

si. Ao sexto dia o tratamento controle apresentou maior taxa de producgéo de etileno quando
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comparado ao tratamento 2, 5 e 10 pL L, ndo diferindo estatisticamente do tratamento com 1
pL L

No decorrer dos dias ocorreu aumento na taxa de producdo de etileno, com maior taxa
no tratamento controle. controle e menor valor no tratamento com 10 pL L. Estima-se que no
tratamento sem aplicacdo de NO e na dosagem de 2 puL L%, o pico de producéo de etileno tenha
ocorrido apods 4 dias da saida dos frutos da cAmara. Para o tratamento com aplicacdo de 1 pL L
! a estimativa é de que o pico de producdo de etileno, tenha ocorrido aos 4 dias. Quando
aplicado 5 puL L, o pico de produc&o estimado ocorreu por volta de 3 dias (Figura 1).

Em trabalho com magas “Galaxy”, em AC, foi observada maior producdo de etileno na
dose de 20 pL L™ em comparacéo a 40 pL L™, indicando que a menor dose de NO foi menos
eficiente na reducdo da taxa de etileno (Brackmann et al., 2017). Em trabalho com maga “Cripps
Pink”, submetidas a aplicagdio de 10 uL L™t NO, houve reducéo da taxa de producéo de etileno,
qguando comparado ao tratamento controle (Steffens et al., 2021) semelhante aos dados obtidos
no presente estudo.

Os resultados na reducdo da producdo de etileno sdo dependentes da cultivar e das
condi¢gdes de atmosfera controlada, visto que para macds “Baigent” ndo foram obtidas
diferencas na produco da taxa de etileno, quando submetidas a 5 uL L™ NO, aplicado no inicio
do armazenamento dos frutos, 0 que vai de contra aos resultados obtidos neste estudo. Outro
fator que deve ser observado é a influéncia do grau de maturacdo na resposta ao NO, sendo que
em macas menos maduras ndo obtém diferencas na producdo de etileno na saida da camara,
guando comparadas as macas mais maduras nas mesmas condicdes (Gularte et al., 2023).

Os efeitos do NO podem ser paradoxais dependendo de suas respectivas concentracoes,
pois ao mesmo tempo em que 0 NO em baixas concentracfes pode agir de forma benéfica, este
também pode ser um agente facilitador de desordem celular ou, intensificar a atividade oxidante
dependendo do fruto, 6rgdo vegetal, ambiente de aplicacdo, atmosfera e temperatura de
armazenamento (Clark et al., 2000; Delledonne et al., 2001; Cheng et al., 2002; Da Veiga, et
al., 2024).

A taxa respiratdria dos frutos apresentou comportamento quadréatico crescente nos dias
2 e 4 de avaliacdo. No primeiro, quarto e sexto dia de avaliacdo né&o apresenta diferenca entre
os tratamentos. Ao segundo dia de exposi¢éo dos frutos em condi¢des ambiente ocorreu reducéo
na taxa respiratoria na dose de 1 e 5 puL L, em comparag&o ao tratamento controle. Estima-se
que o pico respiratdrio dos frutos, para o tratamento sem aplicacdo de NO, 1, 2e 5 uL L%, tenha
ocorrido apds 4 dias da saida dos frutos da cdmara. Na dose de 2 e 10 pL L™ a estimativa é de
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que tenha ocorrido aos 3 dias. Evidencia-se que houve antecipa¢do no pico climatérico
respiratorio, e reducéo da intensidade com a aplicacdo 2 e 10 puL L de NO (Figura 2).

Figura 2 - Taxa respiratoria de magas ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7 meses em

atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com aplicacGes
semanais de NO. Safra 2020/2021. Lages — SC.
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A diminuicdo da taxa respiratdria, no segundo dia de avaliagdo, esta provavelmente
relacionada a reducdo na producédo de etileno. Quando as concentra¢fes desse hormonio séo
menores, a taxa respiratoria durante o amadurecimento dos frutos climatéricos também tende a
ser reduzida (Palma et al., 2019). Em trabalho com maga “Baigent” a frequéncia respiratoria
com 1 dia de vida de prateleira foi menor nos frutos tratados com 5 pL L™ de NO, a cada 30
dias de armazenamento e no inicio e no final do armazenamento de AC (Coser et al., 2023).
Em macas “Cripps Pink” e “Galaxy” a aplicacdo de 6xido nitrico reduziu a frequéncia
respiratoria dos frutos (Brackmann et al., 2017; Steffens et al., 2021).

A cor de epiderme, em termos de luminosidade (L*) apresentou comportamento
quadratico decrescente, logo apos a saida da camara, nas dosagens de 2 e 5 pL L quando

comparados ao tratamento controle, com ponto de méaxima na dose de 1 pL L. A exposicéo
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dos frutos em condi¢cdo ambiente, demonstrou um comportamento inverso, com ponto de
minima em 5 pL L. De forma que os frutos logo ap6s a saida da camara estavam menos
brilhantes do que os frutos do controle. Ap6s o periodo em condi¢do ambiente, os frutos com
aplicacdo de NO, apresentaram-se mais brilhantes do que os frutos do tratamento controle
(Figura 3).

Figura 3 - Coloragédo de epiderme L* de magas ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7 meses em
atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com aplica¢cfes semanais de
NO. Safra 2020/2021. Lages — SC.
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O croma (C), logo apo6s a saida dos frutos da camara, apresentou um comportamento
quadratico decrescente, nas doses de 1,2 e 5 uL L™ e crescente na dose de 10 puL L, com
reducéo nos valores em todos os tratamentos aplicados, onde o menor valor absoluto foi na dose
de 5 uL L. A exposicdo dos frutos em condicdo ambiente, apds o periodo de armazenagem,
apresentou comportamento quadratico crescente em todos os tratamentos aplicados, o0 maior
valor absoluto foi na dose de 10 pL L* (Figura 4).
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Figura 4 - Coloracdo de epiderme, C de magas ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7 meses em

atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com aplicagfes semanais de
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Os dados demonstram que os frutos logo apos a saida da camara apresentaram menor

saturacdo, sendo entdo menos brilhantes que o tratamento controle. Ap6s o periodo em condicao

ambiente os frutos apresentaram uma maior satura¢do quando comparados ao tratamento

controle, apresentando assim frutos mais brilhantes.

Em relacdo ao angulo h®, tanto os frutos avaliados apds a saida da camara, quanto a

exposicdo dos frutos em condicdo ambiente, apresentaram 0 mesmo comportamento em relagéo

aos valores, com comportamento quadratico crescente nas doses 1, 2 e 5 uL L™ e depois um

declinio na dose de 10 pL L. Com ponto de méaxima, logo apds a saida da cdmaraem 1 pL L

! e ap6s periodo em condigdo ambiente em 2 uL L. Com os dados de cor obtidos, verificou-

se que a aplicacdo de NO retardou a perda de cor de fundo verde nos frutos (Figura 5).
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Figura 5 - Coloragao de epiderme h°® de magas ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7 meses em

atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com aplicagfes semanais de
NO. Safra 2020/2021. Lages — SC.
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Neste sentido, o NO também j& foi associado a reducdo da atividade da enzima
clorofilase, responsavel pela degradacdo da clorofila, que retarda perda da cor verde da
epiderme (Guo et al., 2014). Em magas “Cripps Pink” armazenadas sob AC, com aplicagdo de
NO em pré-tratamento apos a colheita, antes da AC, retardou a perda da cor de fundo verde da
epiderme independente da dose aplicada (Steffens et al., 2021).

A anélise de regressao demonstra que houve um comportamento quadratico crescente,

0 ponto de méaxima manutencéo da firmeza foi observado em dose de 5,0 uL L (Figura 6).
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Figura 6 - Firmeza de polpa (N) de macas ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7 meses em
atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com aplicagfes semanais de
NO. Safra 2020/2021. Lages — SC.

63,0 1
62,5 1
62,0
61,5 1

61,0

Firmeza de Polpa (N)

60,5

—— y=59,95+0,97x - 0,10x% R% = 0,95

59,5 T T T T T
0 1 2 5 10

Concentrag¢io de NO (uL L)

R2 coeficiente de determinacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

N&o foram observadas diferengas para a firmeza em outros trabalhos com magas “Cripps
Pink” e “Baigent”, tanto armazenadas em AC, como em atmosfera resfriada (Brackmann et al.,
2017; Steffens et al., 2021; Coser et al., 2023). Dentre as mudancas que ocorrem durante o
amadurecimento, a perda de firmeza de polpa é uma das principais, o que pode deixar os frutos
mais susceptiveis a infeccdes flngicas. Este processo pode ocorrer através de varias enzimas,
que atuam na parede celular, modificando a pectina, ocasionando modificagdes na estrutura das
células causando assim o amolecimento dos frutos (Gwanpua et al., 2014; Su et al., 2022).

A interacdo entre NO e etileno durante o amadurecimento é mediada pelo sulfeto de
hidrogénio (H.S) e melatonina (Huo et al., 2018; Liu et al., 2019; Mukherjee, 2019). Nessa
interacdo, o NO influencia a biossintese de etileno e promove modifica¢bes pds-traducionais
(PTMs) de enzimas antioxidantes em conjunto com o H.S. As MPTs mediadas por NO dessas
enzimas podem levar a alteragdes na parede celular e assim na firmeza de polpa (Mukherjee,
2019).
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Houve um comportamento linear crescente na porcentagem de podriddes, sendo que a
dose de 1 pL L™ apesentou menor porcentagem quando comparado aos demais tratamentos
(Figura 7).

Figura 7 - Incidéncia de podridoes de magas ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7 meses
em atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com aplicagOes semanais
de NO. Safra 2020/2021. Lages — SC.
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Esse aumento na quantidade de frutos com podriddes, possivelmente, esta relacionado
a um aumento do estresse oxidativo nas células do fruto, danificando e enfraquecendo as
estruturas celulares, diminuindo assim, as defesas naturais contra patdgenos o que aumenta a
suscetibilidade a podriddo (Buet et al., 2021). Apoés sete dias de vida de prateleira, todos os
frutos de macgéd ‘Baigent’ tratadas com NO tiveram redugdo na incidéncia de podriddo em
comparacdo com o controle (Coser et al., 2023). Steffens et al. (2021) n&o relataram reducgéo
da podriddao em magcés ‘Cripps Pink’ tratadas com NO no inicio do armazenamento.

Ocorreu comportamento quadratico decrescente até a dose de 5 pL L em relagdo ao
escurecimento de polpa. Com ponto minimo para escurecimento na dose de 5 pL L%, em
comparagéo aos demais tratamentos. O tratamento com 10 pL L, apresentou comportamento
quadratico crescente em 10 pL L, com ponto maximo para o escurecimento de polpa (Figura
8).



33

Figura 8 - Escurecimento ne polpa de macas ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7 meses em
atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com aplicagfes semanais de
NO. Safra 2020/2021. Lages — SC.

12 -
10 - ®  Escurecimento de polpa apds 7 dias em ambiente
< — y=337-1,44x+0,21xX* R*= 0,98
=
S
S 8-
<}
o
@
©
g 67
c
[}
IS
'S
g 41
=1
o
)
L
2
O T T T T T

Concentra¢io de NO (uL L'l)

R2: Coeficiente de determinagéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A aplicagdo de NO em pré-armazenamento em magéds “Cripps Pink”, reduzindo o
escurecimento de polpa (Steffens et al., 2021). A capacidade do NO de eliminar radicais livres
pode atuar preferencialmente na extin¢do dos radicais quinona, interrompendo assim as reagoes
normais de escurecimento nas superficies cortadas das frutas (Pristijono et al., 2008; Wei et al.,
2024). Adicionalmente, a protecdo conferida pelo NO aos acidos organicos, como o &cido
ascorbico, pode complementar a prevencgdo do escurecimento. Sobretudo, ndo se pode ignorar
a inibigdo da fenilalanina amonia-liase (PAL) pelo NO, a primeira enzima chave envolvida na
biossintese de compostos fendlicos, que causa escurecimento nas frutas que é desencadeado por
varias condicdes de estresse (Nguyen et al., 2003).

A atividade antioxidante total (AAT) pelo método ABTS apresentou diferenca entre 0s
tratamentos para o tecido da epiderme. Ocorreu diminuicdo da atividade, na dose de 5 pL L™
em comparacdo ao tratamento com 10 pL L, ndo diferindo do tratamento controle. O
tratamento com aplicagdo de 10 uL L™ ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao
tratamento controle (Tabelal).
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Tabela 1 - Atividade antioxidante (DPPH), peroxidase (POD), superdxido dismutase (SOD),
peroxido de hidrogénio (H20) na epiderme, de magas ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7
meses em atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com aplicacbes

semanais de NO. Safra 2020/2021. Lages — SC.

ABTS POD SOD H20:
Dose L L (umol Trolox 100 g  (umol min* mg (umol min' mg (umol g mg
MF) proteina?) proteina™) proteina?)
0 29,1 AB 182,7 A 236B 12B
5 258 B 104,8C 329A 16 A
10 339 A 141,9B 29C 1,0B
CV (%) 12,3 272 77,6 24,1

Médias seguidas da mesma letra maidscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05). CV:
Coeficiente de variacéo.

A POD reduziu a atividade enzimética nos dois tratamentos com aplicacdo de NO,
quando comparado ao tratamento controle. A dose de 5 pL L apresentou menor atividade em
relacdo aos tratamentos (Tabela 1).

A SOD com aplicagdo de NO na dose de 10 pL L reduziu a atividade enzimatica,
quando comparado aos demais tratamentos. A dose de 5 pL L™, apresentou a maior atividade
quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 1).

A H;0; apresentou menor valor na da dose de 10 pL L™, quando comparado ao
tratamento de 5 pL L e ndo diferindo do tratamento controle. A dose de 5 puL L™ apresentou
maior valor, quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 1). Os CTF e DPPH né&o
apresentaram diferencas estatisticas significativas para analise de epiderme (dados néo
apresentados).

Um antioxidante, quando em baixas concentracdes, retarda ou previne a oxidacao do
substrato, protegendo o fruto contra injdrias em seus tecidos (Yang, 2011). A AAT possui forte
relacdo com CFT, sendo utilizada para o acompanhamento de perda de qualidade do produto
na pos-colheita (Yang, 2011). Ainda, pode indicar a redugdo/inibicdo da producao de radicais
livres, e consequentemente, a ndo ativacdo do metabolismo secundario, reduzindo assim sua
concentracdo no fruto, demonstrando como o efeito da aplicagdo de NO pode ter afetado os
frutos tratados (Yang, 2011).

A AAT (DPPH) apresentou reducéo na atividade no tratamento de 10 pL L1, quando

comparado aos demais tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2- Atividade antioxidante (DPPH), peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD),

peroxido de hidrogénio (H202) na polpa, de magas ‘Fuji Kiku’ armazenadas em AC 7 meses

em atmosfera controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELQO) com aplicacbes semanais
de NO. Safra 2020/2021. Lages — SC.

DPPH POD SOD H20:
Dose pL Lt (umol Trolox 100 g?  (umeol min' mg (umol min! mg (umol g mg
MF) proteina?) proteina™) proteina?)
0 200,8 A 4,4 AB 13,8C 0,42B
5 2204 A 48 A 36,3 A 0,59 A
10 168,4 B 36B 235B 0,49 B
CV (%) 53 143 46,0 19,9

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).
CV: Coeficiente de variacao.

A POD apresentou reducio na atividade enzimatica na dose de 10 pL L, quando
comparado ao tratamento de 5 uL L™ e no diferindo do tratamento controle. O tratamento com
5 uL L, apresentou maior atividade enzimatica (Tabela 2). A SOD apresentou menor atividade
no tratamento controle, quando comparado aos demais tratamentos. O tratamento com 5 pL L°
! apresentou maior atividade enzimatica, quando comparado aos demais tratamentos (Tabela
2).

O H20; apresentou um maior valor na dose de 5 puL L, quando comparado aos demais
tratamentos (Tabela 2). Os CFT e ABTS ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
para a polpa entre os tratamentos (dados ndo apresentados).

Apesar das caracteristicas e funcdes bem definidas, persistem numerosas incertezas
acerca das diversas formulagdes dos doadores de NO e dos métodos de aplicacdo eficientes,
considerando as especificidades de cada tipo de fruta. Conforme observado por Gheysarbigi et
al. (2020), o NO pode exercer efeitos benéficos ou prejudiciais sobre as frutas, dependendo da
concentracdo aplicada. Em frutos de magas “Cripps Pink™ os tratamentos com aplicagdo de 10
e 20 pL L apresentaram maior teor de atividade antioxidante, comparados ao tratamento
controle (Steffens et al., 2021).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a produgéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante dos frutos para neutraliza-las. Isso pode
levar a danos nas membranas celulares, proteinas e DNA. Esse cenério sugere que, apesar do
aumento na atividade antioxidante com a concentragdo de 5 puL L™ na polpa, auxiliando na
neutralizacdo de ROS nos frutos, isso ainda ndo foi suficiente para inibir o estresse oxidativo

nas células.
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A ativacdo de enzimas antioxidantes, como SOD e POD, auxiliam na decomposi¢éo de
H>02 em &gua e oxigénio, minimizando os danos oxidativos (Hodges et al., 2004; Zhang et al.,
2019). Adicionalmente, o H.O esta envolvido na sinalizag&o dos processos de amadurecimento
e senescéncia dos frutos. Niveis elevados podem acelerar esses processos, resultando em perda
de qualidade e redugdo da vida Util pds-colheita dos frutos. Em tratamento com maga “Baigent”
0 tratamento controle apresentou maior teor de perdxido de hidrogénio (H202) do que a fruta
tratada com NO, independentemente da dose e do tempo de aplicacdo durante 0 armazenamento
AC (Coser et al., 2023).

Em trabalho com NO em frutos de amora e jujuba de inverno (Zizyphus jujuba Mill. cv.
Dongzao), a aplicacdo pds-colheita de NO reduziu a intensidade da permeabilidade da
membrana e peroxidacdo lipidica, atrasando o aumento na producéo de Oz e H202 e aumentou
as atividades de SOD, CAT e ascorbato peroxidase (APX), indicando que o NO mantém
positivamente o equilibrio entre formacédo e desintoxicacdo de ERO na p6s-colheita de frutas
(Wu et al., 2012; Zhao et al., 2020).
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2.4 CONCLUSAO

A aplicacdo de 6xido nitrico, apresentou bons resultados em relacdo aos aspectos
qualitativos dos frutos, quando aplicado baixas dosagens, principalmente na dose de 5 puL L™
Ainda foi eficaz a diminuicdo do escurecimento de polpa, retardou a oxidagédo do substrato e

induziu o mecanismo secundario de defesa.
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3 MACAS ‘FUJI SUPREMA’ ARMAZENADAS EM ATMOSFERA CONTROLADA
COM APLICACAO DE OXIDO NITRICO NO INICIO DO ARMAZENAMENTO

3.1 INTRODUCAO

A utilizacdo da atmosfera controlada (AC) revela-se eficaz na extensdo do periodo de
armazenamento, mantendo a qualidade dos frutos. As condic¢des proporcionadas pela AC
reduzem o metabolismo dos frutos, diminuindo a taxa respiratoria e a producéo de etileno,
fatores que contribuem para a preservacdo de atributos de qualidade como firmeza da polpa,
solidos soluveis totais e acidez titulavel (Brackmann, 1998; Brackmann, 2007; Soardi, 2019).

A maca ‘Fuji’ apresenta suscetibilidade a degenerescéncia interna da polpa, um
distarbio fisiolégico que limita sua capacidade de armazenamento. A degenerescéncia
caracteriza-se pelo escurecimento Umido da polpa na regido carpelar, sem atingir o cortex dos
frutos, e é um processo progressivo, continuando ap6s o armazenamento (Fortes; Petri, 1982;
Brackmann et al., 1998; Brackmann et al., 2002a). Em casos mais severos, podem surgir
manchas necrdticas na superficie dos frutos, além de pequenas cavidades com formacdo de
tecido de cortica, comprometendo a qualidade dos frutos durante o armazenamento (Brackmann
et al., 1998; Argenta et al., 2015).

Conforme Kader (1986), a degenerescéncia da polpa em macés ocorre quando os frutos
sd0 expostos a pressdes parciais de gases Oz ou CO; inadequadas, durante 0 armazenamento,
provocando respiracdo anaerdbica e consequente acimulo de etanol e acetaldeido, o que resulta
no escurecimento dos tecidos (Gran; Beaudry, 1993). Baixas pressdes de O e baixas
temperaturas estdo associadas ao surgimento de desordens internas nos frutos (Berghetti et al.,
2020; Fernandes et al., 2021).

No armazenamento da cultivar ‘Fuji’, Bortoluzzi (1997) observou um aumento na
incidéncia de degenerescéncia com a reducdo da pressao parcial de O, de 1,5 kPa para 0,7 kPa.
Brackmann et al. (1995) constataram que pressdes parciais de CO, acima de 1 kPa causam
degenerescéncia da polpa na cultivar ‘Fuji’.

Em AC é essencial monitorar fatores como temperatura, pressoes parciais de Oz, CO2 e
UR ao longo de todo o periodo de armazenamento, para evitar desordens internas nos frutos e
reduzir a respiracdo e producéo de etileno (Taiz; Zeiger, 2013). O controle desses fatores mitiga
outros processos dependentes do etileno, como a firmeza da polpa, 0 consumo de &cidos e a
mudanca na coloracao dos frutos (Weber et al., 2013; Schultz, et al., 2023).
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As pressoes parciais de O e CO2 no armazenamento em AC sdo estabelecidas com base
em estudos prévios, os quais definem as condicfes ideais de gases para cada cultivar e seus
clones, mantendo essas condi¢des ao longo do armazenamento (Tran et al., 2015). A
recomendacdo para armazenamento de mag¢a “Fuji’ € de que as pressdes parciais de CO2 fiquem
abaixo de < 0,5 kPa. Valores acima destes tendem a aumentar a incidéncia de escurecimento de
polpa. Pressdes parciais de < 0,5 kPa de CO», proporciona maior retencdo da firmeza da polpa
e menor incidéncia de degenerescéncia (Brackmann 1998; Brackmann et al., 2002; Corréa et
al., 2010).

O NO e uma espécie reativa de nitrogénio, devido a sua natureza de radical livre, e atua
como antioxidante ao eliminar intermediérios reativos ou como uma molécula sinalizadora
destacada, induzindo mudancas na expressdo génica (Van Breusegem et al., 2001;
Huchzermeyer et al., 2022). Essa molécula sinalizadora € crucial para a inibicdo da producéo
de etileno durante o amadurecimento e armazenamento dos frutos (Manjunatha et al., 2010).
Estudos indicam que o NO possui propriedades anti-senescentes, podendo prolongar a vida pos-
colheita de produtos horticolas quando tratados com compostos doadores de NO, tais como o
nitroprussiato de sédio (SNP), a 2,2-(hidroxinitrosohydrazino) -bisetanamina (DETA/NO) ou
ainda o gas oOxido nitrico (Sis et al., 2012; Coser et al., 2023).

O tratamento pos-colheita com baixas concentracdes de gas NO pode prolongar a vida
atil de frutos, com a manutencdo da qualidade (Wills et al., 2007; Coser et al., 2023). O NO
também reduz os niveis de diacilglicerol e triacilglicerol, inibindo o escurecimento em macéas
(Pristijono et al., 2006; Sun et al. 2021). Existe uma relacdo estequiométrica entre a produgédo
de etileno e NO durante o estresse, com o0s niveis enddgenos de NO variando conforme a
maturidade dos frutos (Leshem; Wills, 1998). O NO é uma molécula bioativa que regula a
producdo de etileno por meio da inibi¢do direta ou pela inibicdo de enzimas na biossintese deste
hormonio (Manjunatha et al., 2012; Khan et al., 2023). Pode ainda se ligar a ACC oxidase,
formando um complexo estavel ACC-ACC oxidase-NO, que reduz a producdo de etileno.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de NO sobre a incidéncia de
podriddes e distirbios fisiologicos em magas ‘Fugi Suprema’ armazenadas em duas condigdes

de atmosfera controlada.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de mac¢a ‘Fuji Suprema’ foram colhidos na safra 2021/2022, em um pomar
comercial localizado em Sao Joaquim (28 17" 38" S; 49- 55’ 54" W), Estado de Santa Catarina,
Sul do Brasil. Frutos com danos mecanicos ou danos causados por insetos e doengas foram
descartados. Os frutos, apresentaram os seguintes atributos de amadurecimento na colheita: cor
de fundo da epiderme com L*, C e h° de 67,45, 40,24 e 98,14, respectivamente; firmeza da
polpa de 73,3 N, sélidos soluveis (SS) de 14,7 °Brix, acidez titulavel (AT) de 0,278 % de acido
malico e teor de iodo-amido 4,5 (escala 1- 5).

Os tratamentos foram compostos por controle (sem aplicagdo de NO); 10 uL Lt e 20
UL Lt de NO em combinacéo com duas condiges de AC1 AC1: 0,5 kPa de Oz + < 0,5 kPa de
COo; e AC2: 0,5 kPa de O, + 1 kPa de CO2, ambas na temperatura de 2,0 £ 0,5 °C e UR de 94
+ 2 %). A aplicacdo de NO foi realizada somente no inicio do periodo de armazenamento. Os
frutos ficaram armazenados pelo periodo de 7 meses, em microcamaras de AC. O
monitoramento e o controle das pressdes parciais de Oz e CO ocorreram diariamente de forma
automatizada pelo sistema da Isocell®, com analisador Multiplex e Sistema Isosoft®. Na saida
da camara, os frutos foram avaliados quanto as variaveis: taxas respiratoria e de producédo de
etileno, cor de fundo da epiderme, incidéncia de podriddes e disturbios fisioldgicos externos.

Apobs 7 dias em condicBes ambiente (7 meses de armazenamentos seguidos por 7 dias
em condi¢des ambiente), os frutos foram avaliados quanto as mesmas varidveis da saida da
camara e quanto a firmeza de polpa, acidez titulavel, solidos sollveis, compostos fenolicos
totais, atividade antioxidante total, atividade das enzimas superdxido dismutase e peroxidase e
0 contetdo de peroxido de hidrogénio.

As taxas respiratorias e de producdo de etileno foram avaliadas a partir de
aproximadamente 1.200 g de frutos de cada amostra, que foram colocados em recipientes de
vidro de 5.000 mL e fechados hermeticamente por aproximadamente 3 horas. Para a analise do
etileno, utilizando uma seringa, foram retiradas em triplicata aliquotas de gas (1 mL) de cada
um dos recipientes, em que cada vidro representava uma unidade experimental que foram
injetados em um Cromatografo gasoso, da marca PerkinElmer®, modelo Clarus 580, equipado
com uma coluna Porapak N® de 3 m de comprimento (80-100 mesh) e detector de ionizagéo de
chama. As temperaturas da coluna, do detector e do injetor utilizados foram 90; 240; e 120 °C,
respectivamente. Os fluxos de nitrogénio, hidrogénio e ar sintético utilizados foram 70; 45 e
450 mL min', respectivamente. A respiracdo dos frutos foi determinada pela quantificaco da
producdo de CO., utilizando o ar do mesmo recipiente usado para a determinacdo do etileno,
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que foi circulado através de analisador eletronico de CO, da marca Schelle®. Os valores da
atividade respiratdria e da taxa de producéo de etileno foram expressos em nmol de CO2 kg? s°
e nmol de C2H4 kgt s, respectivamente.

A cor foi avaliada na regido menos vermelha da epiderme dos frutos, e o resultado foi
obtido pela média das leituras em frutos avaliados. Foi utilizado colorimetro Minolta®, modelo
CR-400, obtendo os valores de luminosidade/brilho (L*, 0 = preto; 100 = branco)
cromaticidade/saturacdo (C, 0 = menos saturado; 100 = mais saturado) e angulo hue/tonalidade
(h°, 0° = vermelho; 90° = amarelo; 180° = verde; e 270° = azul).

A firmeza de polpa foi determinada em dois lados opostos, na regido equatorial dos
frutos, onde previamente foi retirada parte da epiderme. Foi utilizado um penetrémetro, marca
Guss Manufacturing Ltd, equipado com ponteira de 7,9 mm de didmetro. Os dados foram
expressos em Newton (N).

A determinacdo da AT foi realizada pela titulacdo, adicionando hidréxido de sodio 0,1
N em uma solugdo contendo 5 mL de suco homogeneizado em 45 mL de &gua destilada, até
atingir pH 8,1 utilizando titulador automatico, modelo Titroline® 5000, marca S| Analytics. O
resultado foi calculado e expresso em % de acido malico. Os teores de SS, foram determinados
em um refratbmetro digital, marca Atago®, utilizando-se uma aliquota do suco extraido da
amostra dos frutos.

Para a realizacdo das andlises de compostos fendlicos totais foi realizada a separacéo
das amostras de polpa da regido distal do fruto. Amostras de epiderme foram congeladas em
nitrogénio liquido e processadas com triturador vertical (modelo RI11364, Philips, Brasil),
maceradas em almofariz com nitrogénio liquido. As amostras de polpa dos frutos foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer até a realizacdo das analises.
Para a utilizacdo da polpa foi realizada a liofilizacdo (Série LH, Terroni) e apds, a maceracdo
destas polpas em moinho de bolas (BM 500, Anton Paar) e armazenadas em dessecador até
serem realizadas as analises.

Para a obtencéo dos extratos de polpa e epiderme foram utilizadas, respectivamente, 1
g de polpa e 1 g de epiderme, adicionado 10 mL de metanol/agua destilada (50:50, v/v), com
posterior homogeneizagdo em ultraturrax (modelo SilentCruscher M, Heidolph, Alemanha). A
solugcdo foi colocada em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida
centrifugadas a 15.000 rpm por 15 minutos a 4 °C, em centrifuga (modelo CR22N, Hitachi,
Japdo). O sobrenadante foi filtrado em baldo volumétrico de 25 mL e ao residuo da primeira
extragdo, foram adicionados 10 mL de acetona/agua destilada (70:30, v/v), com posterior

homogeneizacdo e repouso por 60 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram
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submetidas a nova centrifugagdo nas mesmas condic@es. O sobrenadante foi transferido para o
baldo volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e o volume foi completado para 25 mL
com agua destilada. Os extratos ficaram reservados para analise de CFT.

A determinacdo do conteudo de CFT na polpa, foi realizada utilizando o reagente Folin-
Ciocalteau (Sigma-Aldrich, Cotia, Brasil) adaptado de (ROESLER et al., 2007). A curva padrao
foi obtida com &cido gélico (BIOTEC, Pinhais, Brasil), nas concentrages de 0, 5,0, 7,5, 10,0,
12,5, 15,0, 17,5, 20,0 e 22,5 pL L. Para a analise foram adicionados 25 pL L™ de extrato, 25
uL L de Folin-Ciocalteau (diluida em 200 pL L de 4gua ultrapura) e 25 pL L™ da soluc&o de
carbonato de sodio (Cinética, produtos quimicos, Brasil) na concentracdo de 10 %, seguido de
homogeneizacdo. As leituras foram realizadas em uma leitora de microplacas (modelo EnSpire,
PerkinElmer do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) no comprimento de onda de 725 nm. Os
resultados foram expressos em mg de acido galico por 100g de amostra (mg EAG 100 g2).

Para 0 método DPPH, o radical foi preparado no dia da analise, através da diluicdo do
DPPH (0,10 mM) em metanol. Foi transferida uma aliquota de 40 puL L™ do extrato em
microplacas e 260 pL L™ da solucdo de DPPH a 0,10 mM, e solugdo tampao fosfato de sddio
monobasico a 50 mM em pH 6,0 em quintuplicatas. A mistura permaneceu reagindo no escuro
a 25 °C por 30 minutos. A absorbancia foi quantificada no comprimento de onda de 525 nm,
apos 25 minutos do inicio da reacéo.

Para a determinacdo pelo método ABTS, o radical foi preparado através da solucao
estoque de ABTS (7 mM) com persulfato de potassio (140 mM) e permaneceu por 16 horas a
20 °C. Na microplaca foi adicionado 10 pL da amostra diluida em etanol. Em seguida, foram
adicionados 290 pL do radical ABTS e deixado em repouso por 6 minutos. Para o branco foi
utilizado somente etanol. A absorbancia das amostras foi medida em comprimento de onda de
734 nm.

Todas as etapas necesséarias ao processo de determinagéo da atividade enzimética foram
executadas a 4 °C. A atividade da enzima POD foi determinada conforme método descrito por
Hammerschmidt; Nuckles; Ku¢ (1982), com modifica¢des. Desta forma, em 0,5 g da amostra
fresca (ja macerado em nitrogénio liquido) foram adicionados 5 mL de tampédo de fosfato de
potassio 0,100 M (pH 7,0) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) contendo 1 mM de
polivinilpirrolidona insoluvel (PVPP) (Vetec, Duque de Caxias Brasil) e 1 mM de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Synth, Diadema, Brasil) para cada 100 mL de tampéo,
homogeneizado em ultra-turrax (modelo SilentCruscher M, Heidolph, Alemanha) por 1 minuto
e adicionado 0,1 % de triton (v/v) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil). O extrato permaneceu em

repouso por 15 min a 8 °C e, apds, foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 min a 4 °C em
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centrifuga (modelo CR22N, Hitachi, Japdo). Em seguida, 0,30 mL do sobrenadante foram
utilizados para o ensaio enzimético. Imediatamente apos a adi¢do de 2,7 mL de uma mistura
reacional, contendo tampao fosfato de potassio (Vetec, Duque de Caxias, Brasil): guaiacol
(Vetec, Duque de Caxias, Brasil): H2O2 (5 mL: 0,0125 mL: 0,0163 mL) foi definida a atividade
enziméatica com o aumento da absorbéncia por minuto quantificada a 470 nm em leitura de
microplacas (modelo EnSpire, PerkinElmer, EUA), o resultado foi expresso em DO mg de
proteinas™ minuto™.

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o método descrito por
Giannopolitis; Reis (1977), com modificagdes. As reagdes foram realizadas em trés tubos
distintos. No primeiro tubo, determinado como branco, uma aliquota de 50 pL de extrato bruto
da amostra de polpa ¢ 25 puL de extrato bruto de epiderme, foi adicionada a 2,95 mL e 2,975
mL., respectivamente, do meio de reacdo, composto pelo tampao de fosfato de potassio 50 mM
(Synth, Diadema, Brasil) pH 7,8, metionina 13 mM (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), Cloreto
de tetraz6lio-nitroazul (NBT) 75 uM (Sigma-Aldrich, Cotia, Brasil), EDTA 100 nM (Vetec,
Duque de Caxias, Brasil) e riboflavina 2 mM (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), e permaneceram
em reacdo cobertos por papel aluminio durante 10 minutos. O segundo tubo, chamado de
controle, recebeu apenas a solucéo de trabalho, permanecendo pelo mesmo tempo de reagéo,
porém recebendo luz. O terceiro tubo recebeu a solucdo de trabalho e as amostras,
permanecendo por 10 minutos em reacdo sob luz. As leituras das amostras foram realizadas
com auxilio de um leitor de microplacas modelo EnSpire (PerkinEImer, Waltham, USA) no
comprimento de onda de 560 nm. Os resultados foram expressos em pmol min™* mg proteina.

Para analise de perdxido de hidrogénio foi homogeneizado 0,3 g de mostra em 2 mL de
TCA a 0,1 %, a seguir foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Entéo, foi
retirado o sobrenadante e colocado em eppendorfs. Para analise foi acrescentado 500 pL do
TKF (Fosfato monopotassico + fosfato potassico dibasico) 10 mM, pH 7,0, 1 mL de KL 1M e
500 pL da amostra e lida na absorbancia de 390 nM.

A incidéncia de podriddes nos frutos foi determinada pelo nimero de frutos que
apresentaram podriddo em relagdo ao total de frutos analisados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os dados foram submetidos
a analise de variancia, com arranjo bifatorial 2x3 (2 condi¢des de armazenamento e 3 doses de
NO), sendo os dados submetidos a analise de variancia e ao teste Tukey (p < 0,05), utilizando

o0 software Sisvar (Ferreira, 2019).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producéo de etileno apresentou uma interacdo significativa entre os fatores tempo,
dose e ambiente, evidenciando que a resposta do metabolismo respiratdrio ao tratamento ndo é
uniforme e varia conforme as condi¢cdes de armazenamento e o estagio de tempo avaliado
(Tabela 3).

Tabela 3 -Taxa de produgdo de etileno de magas ‘Fuji Suprema’ armazenadas em duas
condicdes de AC, 7 meses em atmosferas controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO)

com NO aplicado no inicio do armazenamento. Safra 2021/2022. Lages — SC.

Taxa de producdo de etileno
(nmol kg*s?)

Dia0 Dia 2 Dia 4
Dose pL L AC1 AC2 AC1 AC2 AC1 AC2
0 24,5 aB 28,3 aB 79,8 bA 118,8 aA 127,3aA  108,4aA
10 33,02A 35,7 aAB 60,0 aA 68,4 aB 74,2 bB 112,6 aA
20 36,2 aA 36,9 aA 75,3 aA 73,9 aB 84,2 hB 131,8aA
CV (%) 11,4 17,7 14,6

Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e maitscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variagéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

No dia 0 de avaliacdo, as taxas de producédo de etileno foram relativamente baixas em
todos os tratamentos. Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas entre as doses
dentro de cada ambiente, mas o AC2 tendeu a apresentar valores ligeiramente superiores aos
de AC1, especialmente na dose de 0 uLL L, indicando um possivel efeito inicial do ambiente
sobre 0 metabolismo do etileno.

A partir do segundo dia, observou-se um aumento expressivo na producdo de etileno,
sobretudo no ambiente AC2. Este valor foi significativamente maior que o observado em AC1
na mesma dose, sugerindo que a auséncia de tratamento, aliada as condi¢es do ambiente AC2,
favoreceu 0 aumento na biossintese de etileno. Em contrapartida, as doses de 10 e 20 pL L™
promoveram uma reducdo significativa na producéo de etileno em AC2, em comparagdo ao
controle. Essa diferenca indica um possivel efeito inibitorio dos tratamentos sobre a producao
de etileno neste ambiente, provavelmente associado a acdo de compostos reguladores da
maturacao.

Ao quarto dia, uma inversdo no padrdo foi observada em ACL, onde os frutos nédo
tratados, apresentaram a maior taxa de produgédo de etileno, enquanto as doses 10 ¢ 20 uL L

mantiveram valores significativamente menores. Esse comportamento sugere um efeito
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residual do tratamento na supressdo da biossintese de etileno, mais evidente em ACL1. Por outro
lado, em AC2, 0 aumento continuo da taxa nas doses tratadas indica que a acao inibitoria pode
ter sido menos eficaz ou menos duradoura sob essas condigdes ambientais.

A partir da analise conjunta dos trés fatores, nota-se que a producéo de etileno tende a
aumentar com o tempo, principalmente no tratamento controle. No entanto, esse aumento pode
ser modulado de forma significativa pela interacdo entre dose e ambiente. O ambiente AC2,
possivelmente pelo maior valor de CO», favoreceu a elevagdo da taxa em momentos criticos,
ainda que a aplicagdo de doses de 10 e 20 pL L' tenha mitigado parcialmente esse efeito
(Tabela 3).

A taxa respiratoria apresentou incremento ao longo do tempo, independentemente da
dose aplicada e da condicdo ambiental (AC1 ou AC?2), indicando efeito significativo do

armazenamento pos-aplicacdo sobre a atividade respiratdria (Tabela 4).

Tabela 3 Taxa respiratoria e taxa de produgao de etileno de magas ‘Fuji Suprema’
armazenadas em duas condic¢des de AC, 7 meses em atmosferas controlada extremamente
baixo oxigénio (AC-ELO) com NO aplicado no inicio do armazenamento. Safra 2021/2022.
Lages — SC.

Taxa respiratéria
(nmol kgts?

Dia 0 Dia 2 Dia 4
DosepL L™ acq AC2 AC1 AC2 ACL AC2
0 54,0bB  8L0aB 1063bB  132,9aA 120,7bB 146,028
10 711bA 84,6 aAB 1257aA  127,33AB 1381bA  162,2aA
20 68.4bA 89,2 aA 1222aA 119428 1365bA  159,0aA
CV (%) 5.72 3,70 432

Meédias seguidas da mesma letra minGscula na linha e mailscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variagao.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

No dia 0, os valores foram inferiores aos observados nos dias 2 e 4 para todas as
combinacbes de dose e ambiente. Comparando-se os ambientes, observou-se que AC2
apresentou, de forma consistente, maiores taxas respiratorias do que AC1 em todos os tempos
e doses avaliadas. Essa diferenca foi estatisticamente significativa.

Em relacéo as doses, ndo foi observada uma tendéncia clara de resposta linear. Contudo,
de modo geral, as doses de 10 e 20 uL L' mantiveram ou promoveram elevagdo na taxa
respiratoria, especialmente sob a condicdo AC2.

Na condicdo ACL, a resposta a aplicacdo das doses tornou-se mais evidente com o

avanco do tempo. No dia 0, as taxas aumentaram de 54,0 (dose 0) para 71,1 e 68,4 nmol kg™
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s! nas doses 10 e 20 pL. L', respectivamente. Essa tendéncia se manteve no dia 4, sendo
observada a maior taxa na dose de 10 pL L™".

Os valores obtidos indicam interacfes estatisticamente significativas entre os fatores
tempo, dose e ambiente, com destaque para o dia 2, evidenciando que os efeitos do tratamento
sdo modulados pelas condigdes ambientais ao longo do tempo.

A taxa respiratoria mais elevada dos frutos tratados com NO em (AC) pode estar
associada ao aumento na producdo de etileno, ja que esse gas estimula a respiragcdo durante o
processo de amadurecimento em plantas climatéricas (Palma et al., 2019). Estudos recentes
demonstram que o NO participa do processo de senescéncia dos frutos ¢ do metabolismo do
etileno, prolongando assim a vida pds-colheita dos frutos, reduzindo a taxa de producdo de
etileno, retardando o processo de maturagao (Sis et al., 2012; Coser et al., 2023). Sendo assim,
a aplicagao de NO apenas no inicio do armazenamento nao surtiu efeito sobre esses parametros.

Os parametros de cor da epiderme logo apo6s a saida da cdmara, foram influenciados de
forma diferenciada pela interacéo entre dose de tratamento e condi¢do ambiental (AC1 e AC2),
(Tabela 5).

Tabela 4 - Coloracéo de epiderme em magas ‘Fuji Suprema’ armazenadas em duas
condicdes de AC, 7 meses em atmosferas controlada extremamente baixo oxigénio (AC-
ELO) com NO aplicado no inicio do armazenamento. Safra 2021/2022. Lages — SC.

Coloracao de epiderme saida da camara

L* C he
Dose pL L AC1 AC2 AC1 AC2 AC1 AC2
0 71,7 aA 72,6 aA 40,9 aA 43,3 aA 96,5 bA 99,3 aA
10 71,5aA 73,0 aA 40,9 aA 40,9 aA 95,2 hB 99,3 aA
20 71,8 aA 73,1aA 41,0 bA 44,3 aA 98,0 bA 100,3 aA
CV (%) 2,3 5,2 15

Médias seguidas da mesma letra minGscula na linha e maitscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O parametro L*, apresentou valores semelhantes entre os tratamentos, com variagdes
minimas e sem diferencas estatisticas significativas entre as doses e 0os ambientes (Tabela 5).
Os valores médios variaram, indicando que a aplicacdo das doses e as condi¢des ambientais
nédo afetaram substancialmente a luminosidade da epiderme. 1sso sugere que a luminosidade da
casca foi preservada independentemente do tratamento, o que pode ser desejavel em termos de

aparéncia comercial.
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Em relacdo ao parametro C, que expressa a saturacao ou intensidade da cor, houve uma
interacdo discreta entre dose e ambiente. Em AC2, a dose de 20 pLL L' promoveu maior
saturacdo da cor, significativamente superior ao valor correspondente em AC1. Esse resultado
indica que, sob ambiente AC2, a coloracdo se tornou mais intensa com o aumento da dose
(Tabela 5). Nas demais doses, os valores foram semelhantes entre os ambientes, sem diferencas
estatisticas relevantes.

O parametro h°, que se relaciona a tonalidade da cor, mostrou a interacdo mais
expressiva entre os fatores. Em todas as doses, AC2 apresentou valores significativamente
superiores aos de AC1. Notadamente, na dose de 10 pL L™, o valor de h® foi inferior em AC1,
relacdo a AC2, indicando uma tonalidade mais amarelada sob AC2. A diferenca mais acentuada
foi observada na dose 20 uLL L', com valor menos elevado em AC1 em relacdo a AC2 (Tabela
5). Isso demonstra que AC2 favoreceu a preservacdo ou o deslocamento da cor para matizes
mais elevados, 0 que pode estar relacionado a condi¢cbes ambientais mais adequadas para a
manutencdo da qualidade visual da epiderme.

De modo geral, os resultados apontam que o ambiente AC2 proporcionou melhor
manutencdo das caracteristicas visuais da epiderme, especialmente no parametro h°, que é
critico para a aceitagdo comercial de muitos frutos.

A andlise dos parametros de coloracdo da epiderme (L*, C e h°) apds 7 dias de
armazenamento revelou efeitos distintos da interacdo entre dose do tratamento (0, 10 e 20 puL
L) e condi¢do ambiental (AC1 ¢ AC2), (Tabela 6).

Tabela 5 - Coloragao de epiderme em magas ‘Fuji Suprema’ armazenadas em duas condi¢des
de AC, 7 meses em atmosferas controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com NO

aplicado no inicio do armazenamento. Safra 2021/2022. Lages — SC.

Coloracao de epiderme apds 7 dias

L* C he
Dose pL L1 AC1 AC2 AC1 AC2 AC1 AC2
0 725aA 69,6 bA 437aA  445aA 955aA  951aA
10 720aA  71,8aA 453aA  42,4bA 96,3aA 96,7 aA
20 729aA 69,6 bA 442aA  417bB 96,8aA 90,6 bB
CV (%) 2,1 3,0 1,1

Meédias seguidas da mesma letra mintscula na linha e mailscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacao.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O parametro L* manteve-se relativamente constante dentro de cada ambiente

independentemente da dose aplicada, sem diferencas estatisticas significativas entre as doses
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(Tabela 6). No entanto, foi observada uma diferenca significativa entre os ambientes para as
doses 0 ¢ 20 uL. L™!, com AC2 apresentando valores de luminosidade inferiores em comparagéo
a ACL. Isso indica que o ambiente AC2 promoveu um escurecimento discreto da epiderme,
sugerindo possiveis alteracdes fisiologicas ou quimicas da superficie do fruto que afetam a
percepcéo visual.

Quanto ao pardmetro C, que reflete a saturagdo ou intensidade da cor, as doses 10 e 20
uL L' em AC2 apresentaram valores significativamente menores, em comparagcdo com AC1
(Tabela 6). Essa diminuicdo da saturacdo indica uma perda da vivacidade da cor sob as
condi¢gdes do ambiente AC2, especialmente nas doses mais elevadas, o que pode estar
relacionado ao estresse ambiental ou a degradacdo de pigmentos.

No parametro h°, houve uma interacdo mais pronunciada entre dose e ambiente. Em
AC1, os valores permaneceram estaveis entre as doses, indicando uma tonalidade consistente
da epiderme (Tabela 6). Em contraste, AC2 apresentou um valor significativamente reduzido
na dose 20, sugerindo uma mudanca na tonalidade, possivelmente para matizes menos
amarelados. Essa alteracdo pode indicar modificacGes quimicas ou metabdlicas nos pigmentos
da casca, impactadas pelo ambiente e dose aplicada.

Os resultados indicam que o ambiente AC2 exerce influéncia negativa na manutencéo
das caracteristicas visuais da epiderme ao longo do armazenamento, especialmente em doses
elevadas, afetando luminosidade, saturacédo e tonalidade. Por outro lado, o ambiente AC1 se
mostrou mais eficaz na preservacdo da qualidade visual da epiderme apds 7 dias.

Na condicdo AC2, ap6s um periodo de exposicdo dos frutos em condi¢do ambiente por
sete dias, o L* nos tratamentos controle e 20 uL L™, obtiveram um valor inferior quando
comparado a condicdo de AC1.

Diversas variaveis podem estar relacionadas a mudanca de cor de fundo nos frutos.
Além do estddio de maturacdo, uma maior taxa de producdo de etileno e valores dos gases
presentes nas condigdes de AC durante o periodo de armazenamento. Sdao fatores que
contribuem para acelerar o processo fisiologico de degradacao de clorofila, como a agdo da
enzima clorofilase (Gwanpua et al., 2014).

Em frutos de maga ‘Baigennt’ tratadas com NO, observou maiores valores de h°, apos
o periodo de 7 dias de prateleira (Coser et al., 2023). O 6xido nitrico (NO) atua de forma
significativa na diminuicéo da atividade da enzima clorofilase, responsavel pela degradacgéo da
clorofila, retardando, dessa maneira, a perda da coloracdo verde na epiderme dos frutos (Guo
etal., 2014).
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Para a firmeza ndo houve interacdo significativa, é possivel observar que no ambiente
AC?2 os frutos apresentaram maior firmeza em todas as doses, com destaque para a dose de 20
uL L, significativamente superior 8 mesma dose em ACI1. Isso sugere que o ambiente AC2
contribuiu de forma mais eficaz para a preservacao da integridade da textura dos frutos (Tabela
7).

Tabela 6- Firmeza de polpa, solidos soliveis e escurecimento interno em polpa de macgas ‘Fuji
Suprema’ armazenadas em duas condic¢des de AC, 7 meses em atmosferas controlada
extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com NO aplicado no inicio do armazenamento.
Safra 2021/2022. Lages — SC.

Firmeza Solidos Solaveis Escurecimento Interno
(N) (°Brix) (%)
Dose pL L* AC1 AC2 AC1 AC2 AC1 AC2
0 61,4aA 63,5aA 16,1 aA 15,8 aA 0,72 aA 1,21 aA
10 61,6 aA 63,4 aA 16,1 aA 15,9 aA 0,49 aAB 1,37 aA
20 60,0 bA 63,7 aA 16,3aA 15,8 bA 0,00 bB 1,21aA
CV (%) 3,0 2,0 54,8

Meédias seguidas da mesma letra minGscula na linha e mailscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

De acordo com Singh et al. (2009), a aplicacio de 20 pL L* de 6xido nitrico, em
ameixas, diminuiu a firmeza de polpa. Os dados obtidos em magas ‘Cripps Pink’ demonstram
que ndo houve efeito dos tratamentos de 10 e 20 pL Lt NO sobre a firmeza de polpa dos frutos
(Steffens et al., 2021).

A interacdo entre NO e etileno durante o amadurecimento € mediada pelo sulfeto de
hidrogénio e melatonina (Liu et al., 2019; Mukherjee, 2019). O NO influencia a biossintese de
etileno e, em conjunto com o H2S, promove modificacbes pos-traducionais em enzimas
antioxidantes. Essas modificacfes podem resultar em alteragdes na firmeza da parede celular
(Mukherjee, 2019).

O teor de solidos sollveis ndo variou entre os tratamentos. Ndo houve interacdo
estatisticamente significativa entre dose e ambiente, e os dados indicam estabilidade no
acumulo de acgucares solUveis, caracteristica tipica da maturagdo (Tabela 7). Apenas em AC2,
na dose de 20 uL L', foi observada uma leve redugéo no valor de °Brix, em relacdo a AC1, o
gue pode indicar um efeito discreto do ambiente na taxa respiratéria e no metabolismo de
carboidratos. Brackmann et al. (2017) encontrou que o conteddo de sélidos solUveis ndo
apresentou diferencas com a aplicagdo de 20 e 40 pL L* de dxido nitrico quando comparados

ao tratamento controle. O contréario foi observado em maca ‘Cripps Pink’, o tratamento com
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aplicacdo de 10 uL Lt de NO reduziu o teor de solidos solGveis em relagdo ao controle (Steffens
etal., 2021).

O escurecimento interno apresentou maior sensibilidade a interacdo entre dose e
ambiente. Em AC1, observou-se uma reducao significativa e dose-dependente da incidéncia de
escurecimento, com destaque para a dose de 20 pL L™, onde ndo houve escurecimento interno
detectado, valor estatisticamente inferior as doses de 0 e 10 uL. L, respectivamente (Tabela
7).

Em contraste, em AC2, os valores de escurecimento permaneceram elevados e
estatisticamente semelhantes entre si. 1sso sugere que o ambiente AC2 favoreceu a ocorréncia
do disturbio fisiologico, provavelmente devido a condicbes de armazenamento que
intensificaram a degradacéo oxidativa ou altera¢fes estruturais nos tecidos.

A auséncia de resposta ao tratamento em AC2 e 0 sucesso na mitigacdo do
escurecimento em AC1 indicam uma forte interacdo entre ambiente e dose. Esse
comportamento reforca a hipdtese de que o controle do escurecimento interno ndo depende
apenas do uso de reguladores, mas também do ambiente de armazenamento, que pode
potencializar ou limitar a eficacia do tratamento.

Coser et al. (2023) identificou a redu¢do de escurecimento de polpa em macgas
‘Baigennt’ tratadas com aplicacdo de oxido nitrico. Esta redu¢do pode estar associada a
aplicacdo de NO juntamente com o armazenamento em AC, reduzindo a atividade de enzimas
causadoras da oxidacdo nos frutos. J& para macas ‘Cripps Pink’ ndo foi observado diferengas
significativas nos frutos tratados com 10 e 20 pL L' de NO (Soardi, 2019).

Né&o foram observadas diferencas estatisticas significativas para a atividade antioxidante
por DPPH entre as doses e ambientes (Tabela 8).
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Tabela 7 - Atividade Antioxidante Total (ATT) quantificada pelos métodos DPPH e ABTS e
compostos fenolicos totais (CFT) em polpa de magas ‘Fuji Suprema’ armazenadas em duas
condicdes de AC, 7 meses em atmosferas controlada extremamente baixo oxigénio (AC-ELO)

com NO aplicado no inicio do armazenamento. Safra 2021/2022. Lages — SC.

ATT

DPPH ABTS CFT

(uMol Trolox 100 g** MF) (nMol Trolox 100 g** MF) (mg EAG 100 g* MF)
Dose pL L* AC1 AC2 AC1 AC2 AC1 AC2

0 6,7\ 6,8 NS 33,2Bb 45,3 Ba 33,2Bb 45,3 Ba
10 6,6 6,6 33,4Bb 56,9 Aa 33,4Bb 56,9 Aa
20 6,8 6,7 47,1 Aa 49,6 ABa 47,1Aa 49,6 ABa

CV (%) 2,5 11,5 13,2

Meédias seguidas da mesma letra minGscula na linha e mailscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacao.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Diferentemente do DPPH, a atividade antioxidante medida por ABTS apresentou interacdo
significativa entre dose e ambiente. Em ACI1, a aplicagdo da dose de 20 uL L' elevou
significativamente a atividade antioxidante, superior as doses de 0 e 10 uL L', que ndo
diferiram entre si (Tabela 8).

Em AC2, a maior atividade foi observada com a dose de 10 uL L', diferindo do tratamento
controle. A dose de 20 uLL L' apresentou valor intermediario ¢ ndo diferiu significativamente
da dose de O e 10 uL L (Tabela 8).

Essa variacdo sugere que o efeito do tratamento sobre a atividade antioxidante por ABTS
depende do ambiente de armazenamento, e que ambientes distintos podem modular a eficiéncia
do tratamento na indugdo de compostos antioxidantes ou na protecdo de seus sistemas redox.

O teor de CTF seguiu 0 mesmo padrédo observado para ABTS, indicando coeréncia entre 0s
dados. A interacdo entre dose e ambiente foi também significativa. Em AC1, a dose de 20 puL
L' promoveu aumento expressivo no CFT, significativamente superior as doses de 0 e 10 pL
L.

Em AC2, os CTF foram geralmente maiores que AC1 em todas as doses, com destaque
novamente para a dose de 10 uL L™'. A dose de 20 puL L', apresentou comportamento
intermediario, sem diferenca significativa com os demais tratamentos. Esses dados indicam que
0 ambiente AC2 favoreceu o acimulo de compostos fenolicos independentemente da dose,
enquanto em AC1 o efeito foi dose-dependente, ocorrendo apenas com a dose mais alta.

Essa resposta pode estar relacionada ao papel dos fendlicos como metabdlitos secundarios

de defesa, cuja biossintese pode ser induzida por estresse moderado. Além disso, o padrdo
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semelhante entre ABTS e CFT reforca a contribui¢do direta dos compostos fendlicos para a
atividade antioxidante total do fruto.

A presenca de compostos fendlicos nos frutos, quando em baixas concentragcfes, pode
proteger de reacdes de oxidacdo e em altas concentragdes, eles ou seus produtos de oxidacéo
podem participar da descoloragdo do produto, interagindo com proteinas, carboidratos e
minerais. Os radicais livres sdo removidos por enzimas antioxidantes, tais como SOD, POD e
compostos de baixo peso molecular como acido ascorbico, minimizando os danos causados
pelo estresse oxidativo (Benzie; Strain, 1996).

Estudo com maga ‘Baigent’ obteve-se maior valor de compostos fendlicos totais na dose
de 5 uL L* quando aplicado no inicio e final do armazenamento dos frutos. Frutas controle e
frutas tratadas com 10 pL L™ de NO apenas no inicio do armazenamento apresentaram o0s
menores valores. Enquanto frutas tratadas com 1, 2 ou 5 uL L™ de NO a cada 30 dias de
armazenamento apresentaram resultados intermediarios (Coser et al., 2023). O pré-tratamento
com NO por 2 horas antes do armazenamento em AC de magas ‘Cripps Pink’ também aumentou
o contedo de CTF (Steffens et al., 2022).

Os resultados obtidos para os parametros de estresse oxidativo, peroxido de hidrogénio
(H202) e atividade da superdxido dismutase (SOD). Indicam a ocorréncia de interacGes
significativas entre a dose do tratamento (0, 10 ¢ 20 uL L™') ¢ o0 ambiente (AC1 ¢ AC2 (Tabela
9).

Tabela 8 - Peroxido de hidrogénio, superoxido dismutase em magés) em polpa de magas ‘Fuji
Suprema’ armazenadas em duas condi¢des de AC, 7 meses em atmosferas controlada
extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) com NO aplicado no inicio do armazenamento.
Safra 2021/2022. Lages — SC.

H20: SOD
(umol g* proteina) (umol mint mg proteina)
Dose pL L AC1 AC2 AC1L AC2
0 0,5 Aa 0,5 Aa 263,5 Aa 268,6 Aa
10 0,6 Aa 0,4 ABb 228,6 Bb 258,9 Aa
20 0,5 Aa 0,4 Bb 258,5 ABa 93,7 Bb
CV (%) 13,8 7.8

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maiGscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A concentracdo de H:0: nao diferiu entre os tratamentos no ambiente ACI,

apresentando valores constantes. No entanto, em AC2, a dose de 10 e 20 uL L' resultou em
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menores niveis de H.02. em comparag@o com 0 tratamento controle, com diferenga significativa
na dose 20 uLL L™! (Tabela 9).

Esse padrdo sugere que o tratamento com aplicacdo de NO, teve efeito redutor sobre a
acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no ambiente AC2, enquanto nenhuma
resposta clara foi observada em ACI1. A menor concentracdo de H>O. em AC2, com doses mais
elevadas pode estar associada a mecanismos antioxidantes mais eficientes ou menor estresse
oxidativo sob essas condicdes.

A integridade da membrana celular pode ser avaliada pelos niveis de malonaldeido
(MDA), um marcador de peroxidagao lipidica. O acimulo excessivo de H>O> € um indicativo
de estresse oxidativo nos frutos (Sheng et al., 2016; Wu et al., 2012). Como uma EROs, 0 H20»
causa danos oxidativos, e seu acimulo esta associado a danos decorrentes do frio em frutos,
como o escurecimento da polpa. A aplicacdo de NO tem a capacidade de reduzir a peroxidacao
lipidica e neutralizar as EROs, resultando em menores niveis de MDA e H0,. A desintoxicacdo
das EROs envolve varias enzimas antioxidantes, sendo a SOD a primeira a atuar, seguida pela
catalase (CAT), POD e ascorbato peroxidase (APX) (Zhang et al., 2019).

Coser et al. (2023) observou que frutos de mag¢a ‘‘Baigent’no controle apresentaram
maior teor de H>O> do que os frutos tratados com NO, independente da dose e do tempo de
aplicacdo durante o armazenamento AC

A atividade da SOD apresentou diferencas significativas tanto entre doses quanto entre
ambientes, indicando uma clara interacdo entre os fatores (Tabela 7).

Em AC1, a atividade enzimatica variou pouco entre doses, com a menor atividade
observada na dose de 10 uL L™'. Em AC2, a dose 20 puL. L resultou em uma reducdo drastica
na atividade da SOD.

Essa forte reducdo em AC2 com a dose mais alta pode ser relacionada a menor
necessidade de defesa antioxidante, uma vez que os niveis de H20: também foram baixos,
indicando que o tratamento pode ter atuado na prevencdo da geracdo de ROS, reduzindo a
necessidade de atividade da SOD. Ou ainda a supressdo enzimatica por efeito toxico da dose
elevada, caso o tratamento tenha ultrapassado o limiar de tolerancia do sistema antioxidante,
levando a um colapso na resposta enzimatica.

Os dados demonstram que o tratamento com NO influenciou significativamente os
niveis de estresse oxidativo e a atividade antioxidante, com efeitos modulados pelo ambiente
de armazenamento.

A atividade da enzima SOD foi significativamente menor em frutos tratados com 1 pL

L™ de NO em trabalho com ameixas ‘Laetitia’ (De Marco, 2023). Mitler (2002) relata que a
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enzima SOD atua como a primeira linha de defesa contra as EROs, convertendo O," em H20-
e as enzimas antioxidantes, CAT, POD e APX subsequentemente desintoxicam o H20..
Segundo Apel; Hirt, (2004), o equilibrio das atividades SOD, CAT, POD, APX é crucial para
suprimir 0s niveis toxicos de EROs e evitar danos a lipidios, proteinas e DNA,
consequentemente preservando a integridade da membrana e reduzindo o estresse oxidativo.
As analises de incidéncia de podriddes e acidez tituldvel ndo apresentaram diferencas

estatisticas significativas (dados ndo demonstrados).
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3.4 CONCLUSAO

O tratamento com aplicacdo de NO exerce um efeito significativo sobre diversos
parametros fisioldgicos, bioquimicos e antioxidantes dos frutos, sendo estes efeitos
condicionados pela interacdo entre as doses administradas e 0 ambiente de armazenamento.

A elevagdo da capacidade antioxidante associada a reducdo dos niveis de espécies
reativas de oxigénio reforca o papel do tratamento na mitigacdo do estresse oxidativo,
promovendo maior estabilidade fisiologica.

A andlise das interacOes entre os fatores dose e ambiente evidencia a necessidade de sua
consideracao conjunta para o desenvolvimento de estratégias pos-colheita eficientes.
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4 MACAS ‘FUJI SUPREMA E MISHIMA’ ARMAZENADAS EM ATMOSFERA
CONTROLADA DINAMICA (ACD), SOB DIFERENTES TEMPERATURAS E COM
APLICACAO DE OXIDO NITRICO

4.1 INTRODUCAO

Considerando a expressiva producao de macas no pais, abrangendo distintas cultivares,
0 adequado armazenamento desses frutos € de crucial importancia. Comumente, 0
armazenamento ocorre por meio de armazenamento refrigerado (AR) ou atmosfera controlada
(AC), sendo esta Ultima a técnica predominante (Brackmann et al., 2012). Essa préatica torna-se
indispensavel, pois a colheita concentra-se em um curto periodo do ano (IBGE, 2015). Embora
a técnica de AC ofereca numerosas vantagens, verifica-se ainda a ocorréncia de perdas durante
0 armazenamento, sobretudo quando os frutos permanecem armazenados por periodos
superiores a 7 meses, com indices de perdas estimados entre 20 % e 40 % (Brackmann et al.,
2012). Vale ressaltar que essas perdas pos-colheita podem variar em funcédo da cultivar, sendo
a macd ‘Fuji’ uma cultivar muito sensivel ao armazenamento, podendo apresentar maior
quantidade de perdas, quando comparado as demais cultivares.

No &mbito do armazenamento em AC foram desenvolvidas variantes da técnica
convencional, como a associacdo da AC ao tratamento com 1-metilciclopropeno (AC+1-MCP),
0 armazenamento com ultrabaixo O. (AC-ULO; concentracdes de O entre 1,0 e 0,7 kPa), o
armazenamento com O, extremamente reduzido (AC-ELO; O2 < 0,7 kPa) e atmosfera
controlada dinamica (ACD) (Mditshwa et al., 2018). Embora os sistemas de AC+1-MCP,
AC/ULO e AC/ELO tenham demonstrado eficicia no retardamento do amadurecimento das
macas (Berghetti et al., 2020; Fernandes et al., 2021; Ludwig et al., 2020), eles apresentam
maior probabilidade de ocasionar alteracGes indesejaveis nos frutos, tais como a incidéncia
acentuada de escurecimento da polpa, o surgimento de podriddes, o desenvolvimento de sabor
alcodlico e a atenuacdo do aroma (Mditshwa et al., 2018; Fernandes et al., 2021).

A ACD é uma técnica que mitiga os riscos de distarbios fisioldgicos e a formagéo de
sabor alcoolico, em comparag¢do com métodos como a AC-ULO e a AC-ELO (Mditshwa et al.,
2018), contudo tambem apresenta desafios associados a ocorréncia de escurecimento da polpa
(Stanger et al., 2018). A técnica de ACD fundamenta-se na modificacdo das pressdes parciais
deste O,.a0 longo do armazenamento, ajustando-as de acordo com a tolerancia da cultivar de
maca as baixas pressoes deste gas (Mditshwa et al., 2018; Stanger et al., 2018).

A ACD apresenta vantagens em relacdo a AC, pois permite detectar a sensibilidade do

fruto a niveis reduzidos de Oz. Pressfes parciais excessivamente baixas de O durante o
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armazenamento podem alterar o metabolismo do fruto, resultando na excessiva producdo de
etanol e, consequentemente, na diminuic¢do da qualidade do produto Watkins, 2008a; Wright et
al., 2010. A resposta do fruto ao estresse gerado por niveis baixos de O e pressdes elevadas de
CO2 pode ser identificada pela medicéo da producdo de etanol (Wright et al., 2010), pela anélise
da respiracéo do fruto e pela fluorescéncia da clorofila (Prange et al., 2003; Watkins, 2008a;
Wright et al., 2010).

O oxido nitrico (NO), sintetizado de forma natural em células vivas, exerce um papel
crucial na regulacdo de processos relacionados ao desenvolvimento vegetal, incluindo o
amadurecimento de frutos (Manjunatha et al., 2010; Palma et al., 2019). Em concentra¢Ges
reduzidas, o NO apresenta a capacidade de retardar o amadurecimento ao inibir a sintese de
etileno (Abdohalli et al., 2013; Manjunatha et al., 2012) e ao proteger as células contra estresses
oxidativos, promovendo a ativacdo de enzimas antioxidantes e 0 aumento da concentracao de
moléculas antioxidantes (Manjunatha et al., 2010; Palma et al., 2019).

Dessa forma, o NO contribui significativamente para a mitigacdo de distdrbios
fisioldgicos e para a preservacdo da qualidade de macds armazenadas sob AC. Quando em AC,
o NO tem demonstrado alta eficacia na manutencdo da qualidade de frutos, retardando seu
amadurecimento e minimizando o estresse oxidativo (Manjunatha et al., 2010; Abdohalli et al.,
2013). Entretanto, sua eficiéncia € limitada devido a conversdo gradual em dioxido de
nitrogénio (NO2), mesmo sob condi¢bes controladas, o que requer reaplicacbes periddicas
(Manjunatha et al., 2010).

O sistema combinado "AC + NO" desponta como uma abordagem promissora para
conservacdo da qualidade de frutos durante o armazenamento, embora ainda necessite de
estudos adicionais para o estabelecimento de protocolos operacionais especificos, desta forma,
ACD associado ao uso de NO pode ser um aliado importante para a manutengédo da qualidade,
diminuicdo de podriddes e de escurecimento de polpa nos frutos armazenados.

O objetivo do trabalho foi avaliar o feito da aplicacdo de NO sobre a incidéncia de
podriddes e disturbios fisioldgicos em macas ‘Fuji Suprema’ e ‘Fuji Mishima’ armazenadas

sob diferente temperatura em ACD-ELO.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Os frutos foram colhidos na (safra 2021/2022) em pomar comercial localizados em Sao
Joaquim (28 17" 38" S; 49° 55" 54" W) e (28 30’ 39" S; 50 55’ 47" W), Estado de Santa
Catarina e Rio grande do Sul, respectivamente, Sul do Brasil. Frutos com danos mecanicos ou
danos causados por insetos e doengas foram descartados. Os frutos da cultivar Fuji Suprema
(S&o Joaquim), apresentaram os seguintes atributos de maturagdo na colheita: cor de fundo da
epiderme com L*, C e h° de 70,5, 42,76 e 100,7, respectivamente; firmeza da polpa de 74,2 N,
SS de 15,8 %, AT de 0,275 % de &cido malico e teor de iodo-amido 4,5. Os frutos da cultivar
Fuji Mishima (Vacaria), apresentaram os seguintes atributos de amadurecimento na colheita:
cor de fundo da epiderme com L*, C e h° de 72,1, 38,8 e 107,0, respectivamente; firmeza da
polpa de 74,4 N, SS de 14,4 % AT de 0,203 % de acido malico, teor de iodo-amido 5,0.

Foram avaliados quatro tratamentos, com quatro repeti¢6es de 30 frutos. Os frutos foram
armazenados em ACD (0,5 % Oz + <0,5 % CO2) e UR de 94 + 2 %), durante 7 meses, em
microcamaras, e os tratamentos foram compostos por ACD1, com controle (sem aplicacdo de
NO) e, com a aplicacdo de NO (durante o estresse e ap0s), a uma temperatura de 0,5 °C, e
ACD?2, com controle (sem NO) e com a aplicacdo de NO (durante e apds o estresse), a uma
temperatura de 2 °C. O monitoramento e o controle das pressdes parciais de O, e CO2 ocorreram
diariamente de forma automatizada pelo sistema da Isocell®, com analisador Multiplex e
Sistema Isosoft®. A aplicacdo de 5 pL L™ NO foi realizada durante e apds o periodo de estresse
dos frutos em armazenamento, através da deteccdo de clorofila.

Na saida da camara, ap6s 7 meses de armazenamento, os frutos foram avaliados quanto
as variaveis: taxas respiratoria e de producao de etileno, cor de fundo da epiderme, e incidéncia
de podriddes e disturbios fisioldgicos externos.

Apos 7 dias em condi¢des ambiente (7 meses de armazenamentos seguidos por 7 dias
em condi¢bes ambiente), os frutos foram avaliados quanto as mesmas varidveis da saida da
camara e quanto a firmeza de polpa, acidez titulavel, solidos soltveis, compostos fenolicos
totais, atividade antioxidante total, atividade das enzimas superoxido dismutase e peroxidase,
polifenol oxidase e o contetdo de peroxido de hidrogénio.

As taxas respiratorias e de producdo de etileno foram avaliadas a partir de
aproximadamente 1.200 g de frutos de cada amostra para S&o Joaquim e 1.100 g para Vacaria,
que foram colocados em recipiente de vidro de 5.000 mL e fechados hermeticamente por
aproximadamente 2 horas (Sao Joaquim) e 3 horas (Vacaria). Para analise do etileno, utilizando
uma seringa, foram retiradas aliquotas de gas (1 mL) de cada (16 recipientes Sdo Joaquim) e
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(16 recipientes, Vacaria). Injetados em cromatdgrafo gasoso, da marca PerkinElmer®, modelo
Clarus 580, equipado com uma coluna Porapak N® de 3 m de comprimento (80-100 mesh) e
detector de ionizacdo de chama. As temperaturas da coluna, do detector e do injetor utilizados
foram 90; 240; e 120 °C, respectivamente. Os fluxos de nitrogénio, hidrogénio e ar sintético
utilizados foram 70; 45 e 450 mL min, respectivamente.

A respiracdo dos frutos foi determinada pela quantificacdo da producdo de COo,
utilizando o ar do mesmo recipiente usado para a determinacédo do etileno, que foi circulado
através de analisador eletronico de CO2 da marca Schelle®. Os valores da atividade respiratoria
e da taxa de produco de etileno foram expressos em nmol de CO2 kg* s e nmol de C,H4 kg™
s1, respectivamente.

A cor foi avaliada na regido menos vermelha da epiderme dos frutos, e o resultado foi
obtido pela média das leituras em frutos avaliados. Foi utilizado colorimetro Minolta®, modelo
CR-400, obtendo os valores de luminosidade/brilho (L*, 0 = preto; 100 = branco)
cromaticidade/saturacéo (C, 0 = menos saturado; 100 = mais saturado) e angulo hue/tonalidade
(h°, 0° = vermelho; 90° = amarelo; 180° = verde; e 270° = azul).

A firmeza de polpa foi determinada em dois lados opostos, na regido equatorial dos
frutos, onde previamente foi retirada parte da epiderme. Foi utilizado um penetrémetro, marca
Guss Manufacturing Ltd, equipado com ponteira de 7,9 mm de diametro, sendo os dados
expressos em Newton (N).

A determinacdo da acidez titulavel (AT) foi realizada pela titulacdo, adicionando
hidroxido de sédio 0,1 N em uma solugdo contendo 5 mL de suco homogeneizado em 45 mL
de agua destilada, até atingir pH 8,1 utilizando titulador automatico, modelo Titroline® 5000,
marca S| Analytics. O resultado foi calculado e expresso em acido malico (%). Os teores de
sélidos solGveis (SS), foram determinados em um refratdmetro digital, marca Atago®,
utilizando-se uma aliquota do suco extraido da amostra dos frutos.

Para a realizacdo das analises de compostos fenolicos totais foi realizada a separacéo
amostras de epiderme e polpa da regido distal do fruto, para epiderme foram congeladas em
nitrogénio liquido e processadas com triturador vertical (modelo RI11364, Philips, Brasil),
maceradas em almofariz com nitrogénio liquido. A polpa dos frutos foi congelada em nitrogénio
liquido e armazenadas em ultra freezer. Para a utilizacdo da polpa foi realizada a liofilizacéo
(Série LH, Terroni) da polpa e ap6s a maceracdo destas em moinho de bolas (BM500, Anton
Paar) e armazenadas em dessecador até a realizacdo das mostras.

Para a obtencdo dos extratos de polpa e epiderme foram utilizadas, te, 1 g de material

vegetal adicionado 10 mL de metanol/agua destilada (50:50, v/v), com posterior
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homogeneizacdo em ultraturrax, (modelo SilentCruscher M, Heidolph, Alemanha). Foi
colocado em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida centrifugadas a
15.000 rpm por 15 minutos a 4 °C, em centrifuga (modelo CR22N, Hitachi, Japdo). O
sobrenadante foi filtrado em baldo volumétrico de 25 mL e ao residuo da primeira extragéo,
foram adicionados 10 mL de acetona/dgua destilada (70:30, v/v), com posterior
homogeneizagdo e repouso por 60 minutos temperatura ambiente. As amostras foram
submetidas a nova centrifugacdo nas mesmas condicdes. O sobrenadante foi transferido para o
baldo volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e o volume foi completado para 25 mL
com agua destilada. Os extratos ficardo reservados para analise de CFT.

A determinacédo do conteudo de CTF na polpa e na epiderme foi realizada utilizando o
reagente Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, Cotia, Brasil) adaptado de (ROESLER et al., 2007).
A curva padrdo foi obtida com acido géalico (BIOTEC, Pinhais, Brasil), nas concentracdes de
0,5,75,10,0, 12,5, 15,0, 17,5, 20, 22,5 pL L1, Para anélise foram adicionados 25 pL Lde
extrato, 25 pL L de Folin-Ciocalteau (diluida em 200 pL L™ de agua ultrapura) e 25 pL L
da solucéo de carbonato de sdédio (Cinética, produtos quimicos, Brasil) na concentracdo de 10
%, seguido de homogeneizacdo. As leituras foram realizadas em uma leitora de microplacas
(modelo EnSpire, PerkinElmer do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) no comprimento de onda de
725 nm. Os resultados foram expressos em mg de acido galico por 100 gramas de amostra (mg
EAG 100 g?).

Para o método DPPH, o radical foi preparado no dia da analise, através da dilui¢do do
DPPH (0,10 mM) em metanol. Foi transferida uma aliquota de 40 uL L™ do extrato em
microplacas de 96 pogos e 260 pL L™ da solucdo de DPPH a 0,10 mM, e solugdo tampéo fosfato
de s6dio monobésico a 50 mM em pH 6,0 em quintuplicatas. A mistura permaneceu reagindo
no escuro a 25 °C por 30 minutos. A absorbancia foi quantificada no comprimento de onda de
525 nm, apds 25 minutos do inicio da reacéo.

Para a determinacdo pelo método ABTS, o radical foi preparado através da solucéo
estoque de ABTS (7 mM) com persulfato de potassio (140 mM) e permaneceu por 16 horas a
20 °C. Na microplaca foi adicionado 10 pL da amostra diluida em etanol. Em seguida, foi
adicionado 290 L do radical ABTS e deixado em repouso por 6 minutos. Para O branco foi
utilizado somente etanol. A absorbancia das amostras deve ser medida em comprimento de
onda de 734 nm.

Todas as etapas necesséarias ao processo de determinacgéo da atividade enzimética foram
executadas a 4°C. A atividade da enzima POD foi determinada conforme método descrito por

Hammerschmidt; Nuckles; Ku¢ (1982), com modifica¢des. Desta forma, em 0,5 g da amostra
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(polpa e epiderme) foram adicionados 5 mL de tampdo de fosfato de potéssio 0,100 M (pH 7,0)
(Vetec, Duque de Caxias, Brasil) contendo 1 mM de polivinilpirrolidona insolavel (PVPP)
(Vetec, Duque de Caxias Brasil) e 1 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Synth,
Diadema, Brasil) para cada 100 mL de tampédo, homogeneizado em ultra-turrax (modelo
SilentCruscher M, Heidolph, Alemanha) por 1 minuto e adicionado 0,1 % de triton (v/v) (Vetec,
Duque de Caxias, Brasil). O extrato permaneceu em repouso por 15 min a 8 °C e apds
centrifugado a 12.000 rpm por 10 min a 4 °C em centrifuga (modelo CR22N, Hitachi, Japao).
Apds, 0,30 mL do sobrenadante foi utilizado para ensaio enzimatico. Imediatamente apés a
adicdo de 2,7 mL de uma mistura reacional, contendo tampé&o fosfato de potéssio (Vetec, Dugque
de Caxias, Brasil): guaiacol (Vetec, Duque de Caxias, Brasil): H202 (5 mL: 0,0125 mL: 0,0163
mL) foi definida a atividade enziméatica com o aumento da absorbancia por minuto quantificada
a 470 nm em leitura de microplacas (modelo EnSpire, PerkinElmer, EUA), o resultado foi
expresso em DO mg de proteinas™ minuto™.

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o método descrito por
Giannopolitis; Reis (1977), com modificacGes. As reacGes foram realizadas em trés tubos
distintos. No primeiro tubo, determinado como branco, uma aliquota de 50 puL de extrato bruto
da amostra de polpa e 25 uL de extrato bruto de epiderme, foi adicionada a 2,95 mL e 2,975
mL., respectivamente, do meio de reacdo, composto pelo tampdo de fosfato de potassio 50 mM
(Synth, Diadema, Brasil) pH 7,8, metionina 13 mM (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), Cloreto
de tetrazolio-nitroazul (NBT) 75 uM (Sigma-Aldrich, Cotia, Brasil), EDTA 100 nM (Vetec,
Duque de Caxias, Brasil) e riboflavina 2 mM (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), e permaneceram
em reacdo cobertos por papel aluminio durante 10 minutos. O segundo tubo, chamado de
controle, recebeu apenas a solucéo de trabalho, permanecendo pelo mesmo tempo de reagéo,
porém recebendo luz. O terceiro tubo recebeu a solucédo de trabalho e a amostras, permanecendo
por 10 minutos em reacdo sob luz. As leituras das amostras foram realizadas com auxilio de um
leitor de microplacas modelo EnSpire (PerkinElmer, Waltham, USA) no comprimento de onda
de 560 nm. Os resultados foram expressos em umol min™t mg proteina*

Para analise de peroxido de hidrogénio foi homogeneizado 0,3 g de mostra (epiderme +
polpa?) em 2 ml de TCA a 0,1 %, a seqguir foram centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos a
4 °C. Entdo foi retirado o sobrenadante e colocado em eppendorfs. Para analise foi acrescentado
500 puL do TKF (Fosfato monopotassico + fosfato potassico dibasico) 10mM pH 7.0, 1 mL de
KL 1M e 500 pL da amostra e lida na absorbancia de 390 nM.

A atividade da PPO foi determinada de acordo com o método descrito por Kar e Mishra

(1976), com adaptacdes. As reacdes foram realizadas em trés tubos distintos, no primeiro tubo
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adicionou-se 50 uL de solugdo tampao fosfato de potassio 0,2 M, pH 6,7 ¢ 2,15 mL de solugdo
de catecol 0,1 M. No segundo tubo, chamado de branco de amostra, recebeu 50 uL. do extrato
enzimatico e 2,15 mL de agua deionizada. Por fim, no terceiro tubo adicionou-se 50 uL do
extrato enzimatico e 2,15 mL de solucdo de catecol 0,1 M. Os tubos foram incubados a 30 °C
por 30 minutos e posteriormente as leituras foram realizadas em leitora de microplacas no
comprimento de onda de 395 nm. Os resultados foram expressos em pmol min? mg? de
proteina.

A incidéncia de podriddes nos frutos foi determinada pelo numero de frutos que
apresentaram podriddo em relagdo aos totais de frutos analisados.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os dados foram submetidos
a analise de variancia, com arranjo bifatorial 2x2 (2 condi¢des de armazenamento e 2 doses de
NO), sendo os dados submetidos a analise de variancia e ao teste Tukey (p<0,05) utilizando o

software Sisvar (Ferreira, 2019).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Frutos da cultivar Fuji Suprema (Séo Joaquim-SC)

A taxa de producdo de etileno foi significativamente afetada pela interacdo entre a
aplicacdo de dxido nitrico (NO) e a temperatura de armazenamento ao longo do tempo (Tabela
10). De modo geral, observou-se que os efeitos do NO sobre a biossintese de etileno variaram

conforme a temperatura, evidenciando uma interacao significativa entre esses dois fatores.

Tabela 9 - Taxa de producéo de etileno em macas ‘Fuji Suprema’ armazenadas por sete meses
em atmosfera controlada dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELO) nas
temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com oxido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

Taxa de producéo etileno
(nmol kg*s?)

Dia0 Dia 2 Dia 4 Dia 6

Aplicagdo 0,5°C 2,0°C Média 0,55°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média

Controle 28,6aB 23,6aA 26,1 22,7aB 26,6aA 24,7 534aB 552aA 54,3 41,0aB 62,06A 515
NO 37,1aA 20,7bA 28,9 74,4aA 39,1bA 56,7 162,5aA 87,0bA 1247 93,1aA 59,1bA 76,1
Média 32,9 22,1 48,5 32,9 108,0 71,1 67,0 60,5

CV (%) 12,9 27,1 31,6 27,8

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e mailscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variagdo, ns: néo significativo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

No dia 0 de avaliacdo (logo ap0s a saida da cdmara), a producdo foi significativamente
superior a 0,5 °C em relacdo a 2,0 °C, sugerindo que, em temperatura mais baixa, o NO exerceu
um efeito inicial estimulante sobre a biossintese de etileno. A partir do segundo dia, a interacdo
entre os fatores tornou-se mais evidente. O tratamento com aplicagdo de NO, promoveu
aumento expressivo na producao de etileno a 0,5 °C, enquanto a mesma dose a 2,0 °C resultou
em um valor significativamente inferior. Essa diferenca acentuada indica que a resposta
fisioldgica ao NO € potencializada em condi¢fes de baixa temperatura, possivelmente devido
a maior sensibilidade dos tecidos vegetais ao estresse oxidativo nesse ambiente, favorecendo a
acdo sinalizadora do NO.

Ao quarto dia, esse padréo foi ainda mais pronunciado. A aplicagéo de NO elevou a
producao de etileno a 0,5 °C, valor significativamente superior ao observado a 2,0 °C. Trata-se

do maior pico de producdo observado em todo o experimento, indicando um possivel efeito



64

cumulativo do NO sob baixas temperaturas. No tratamento controle, a producdo de etileno
também foi elevada nesse periodo, mas sem diferencas significativas entre as temperaturas.

Ao sexto dia, observou-se uma tendéncia de estabilizacdo ou reversdo dos efeitos
observados anteriormente. Para o tratamento com NO, manteve-se a tendéncia de maior
produgado de etileno a 0,5 °C, com diferenca significativa em relagdo a temperatura mais alta.

Esses resultados indicam que a resposta da producéo de etileno ao NO ndo é uniforme
ao longo do tempo, nem entre as temperaturas, refletindo uma interacdo dependente da dose,
do tempo e da temperatura. A temperatura mais baixa potencializou o efeito do NO,
especialmente entre os dias 2 e 4, enquanto em 2,0 °C o efeito da aplicagdo foi mais discreto.
Tal comportamento é compativel com o papel conhecido do NO como regulador da biossintese
de etileno, modulando enzimas-chave da via, como ACC sintetase e ACC oxidase, de forma
dependente do contexto fisioldgico e ambiental.

Os efeitos da aplicacdo de NO na reducdo da producéo de etileno em frutos climatéricos
variam de acordo com a cultivar e as condi¢es de armazenamento em AC, em magas ‘Baigent’,
a aplicagdo de 5 pL L' de NO no inicio do armazenamento ndo resultou em diferengas
significativas na producdo de etileno. Embora baixas concentracdes de NO possam trazer
beneficios, seus efeitos podem ser paradoxais, facilitando desordens celulares ou intensificando
a atividade oxidante, dependendo do tipo de fruto, 6rgdo vegetal, ambiente, atmosfera e
temperatura de armazenamento (Clark et al., 2000; Delledonne et al., 2001; Cheng et al., 2002;
Da Veiga et al., 2024).

No dia 0 de avaliacdo, os efeitos da temperatura sdo evidentes, a taxa respiratéria é
significativamente maior em 2,0 °C em comparagdo com 0,5 °C. Isso sugere que, a temperatura
exerce um efeito dominante sobre o metabolismo. Ocorreu diferenca significativa entre os
tratamentos com NO e controle, onde o tratamento com aplicacdo de NO apresentou maior taxa

respiratoria (Tabelall).
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Tabela 10- Taxa respiratoria de magas ‘Fuji Suprema’ armazenadas por sete meses em
atmosfera controlada dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELO) nas
temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com 6xido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

Taxa respiratoria
(nmol kg*s?)

Dia0 Dia 2 Dia 4 Dia 6

Aplicacdo 0,5°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C  Média

Controle 84,90B 96,0aA 90,9 1081 952 101,7 1125 126,8 119,6™ 114,02aB 110,5aB 112,3
NO 97,6aA 100,8aA 99,2 1105 89,7 100,1 1232 1241 123,7 143,3aA 122,0bA 1329
Média 91,3 98,82 109,5a 92,4b 117,4ns 125,5 128,7 116,5

CV (%) 41 58 6,6 54

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiuscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variagdo, ns: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Ao segundo e quarto dia ndo se obteve diferencas estatisticas significativas. Ao sexto
dia as taxas respiratorias sdo altas em ambas as temperaturas, mas as diferencas entre
tratamentos com e sem NO se invertem em relacdo ao dia 0. A aplicagdo de NO aumenta a taxa
respiratoria a 0,5 e 2,0 °C. Em baixas temperaturas, 0 NO parece estimular a taxa respiratoria,
compensando o efeito inibitorio do frio. Em temperatura mais elevadas, esse efeito € moderado.

Os resultados evidenciam uma interagdo significativa entre o tratamento com dxido
nitrico (NO) e a temperatura ambiental sobre a taxa respiratoria no decorrer dos dias avaliados.
Em temperaturas mais baixas, 0 NO parece exercer um efeito protetor e estimulador do
metabolismo, enquanto em temperaturas mais elevadas seu efeito é atenuado ou estabilizado.
Isso sugere que o NO atua como um agente de ajuste fisioldgico ao estresse térmico. Ainda
podem ser relacionados a taxa de producdo de etileno (Tabela 10), ja que esse hormonio
intensifica a respiracdo durante o amadurecimento em plantas climatéricas (Palma et al., 2019).

Estudos sugerem que o NO participa do processo de senescéncia e do metabolismo do
etileno, prolongando a vida pos-colheita ao reduzir a producdo desse hormdnio e retardar o
amadurecimento (Sis et al., 2012; Coser et al., 2023) o que nao foi observado neste estudo.

O parametro L*, que indica a luminosidade da epiderme, ndo foi significativamente
afetado nem pela temperatura nem pela aplicacdo de NO, e tampouco pela interacdo entre esses
fatores. Os valores médios oscilaram entre 71,1 e 71,7, indicando manutencdo da coloragdo
clara da epiderme, tipica da cultivar ‘Fuji Suprema’, mesmo apds longo periodo de
armazenamento. Essa estabilidade pode ser atribuida as condi¢cbes de ACD-ELO, que séo

eficientes na preservacédo da integridade dos tecidos e no retardo da senescéncia (Tabela 12).
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Tabela 11 - Coloragdo de epiderme em magas ‘Fuji Suprema’ armazenadas por sete meses em
atmosfera controlada dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELO) nas
temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com 6xido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

Apo6s saida da camara
L* C h°
Aplicacgéo 0,5°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C Média
Controle 71,4 71,5 71,5ns 41,8 41,7 41,7 97,3 98,5 979 A

NO 717 711 714 41,3 40,6 41,0 96,1 9,4  962B
Média 716™ 713 41,6 41,1 96,7 97,4
CV (%) 1,2 25 1,3

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e mailscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variagéo, ns: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

De modo semelhante, o parametro C, também néo apresentou diferencas significativas,
os valores médios variaram entre 40,6 e 41,8, demonstrando que a saturacao da cor da epiderme
foi mantida independentemente dos tratamentos aplicados. Isso sugere que, sob as condigdes
da atmosfera controlada com baixo oxigénio, 0 NO ndo promoveu alteragdes expressivas nos
pigmentos epidérmicos relacionados a saturacdo de cor, como antocianinas e carotenoides
(Tabela 12).

O parametro h°, que indica a tonalidade da cor, apresentou diferenca significativa entre
0s tratamentos com e sem aplicagdo de NO. A coloragdo dos frutos controle foi
significativamente mais elevada (frutos mais verdes) em relacdo aqueles tratados com NO,
independentemente da temperatura. Embora a diferenca numérica seja sutil, esse resultado
indica que a aplicacdo de NO promoveu leve reducdo no matiz da epiderme, possivelmente
relacionada a degradacédo de pigmentos verdes (clorofilas). Essa diferenca, ainda que pequena,
pode ter implicacGes perceptiveis no aspecto visual do fruto, especialmente em mercados que
valorizam coloragdes mais avermelhadas (Tabela 12).

O efeito do NO sobre 0 h° pode estar relacionado a sua acdo na regulagdo da expressao
de genes envolvidos na degradacéao de clorofilas e na sintese de antocianinas, conforme descrito
por Leshem et al. (1998) e Manjunatha et al. (2010). Além disso, 0 NO pode influenciar a
atividade de enzimas antioxidantes, protegendo os tecidos contra a degradacdo oxidativa que
normalmente ocorre durante o armazenamento prolongado.

N&o houve interacdo significativa entre NO e temperatura para nenhum dos parametros
de cor avaliados, o que indica que os efeitos observados foram consistentes nas duas

temperaturas de armazenamento. Isso sugere que, nas condicdes utilizadas (ACD-ELO), o NO
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exerce seu efeito de forma independente da temperatura, pelo menos no que diz respeito a
coloracdo da epiderme apds a conservagao.

Essa resposta pode ser explicada pela capacidade do NO de atuar como regulador da
expressao génica de enzimas envolvidas na sintese e degradacéo de pigmentos, como clorofilas
e antocianinas (Leshem et al., 1998; Manjunatha et al., 2010). Estudos anteriores apontam que
0 NO pode retardar a degradacéo de clorofila ao inibir a clorofilase, ou ainda estimular a sintese
de antocianinas por meio da ativacéo de transcritos envolvidos nas vias fenilpropanoides (Wang
etal., 2010).

Apobs o periodo de vida de prateleira, o pardmetro L*, ndo foi significativamente
influenciado por nenhum dos fatores estudados nem pela interacéo entre eles. Os valores médios
variaram de 70,7 a 71,5, o que confirma a manutencdo do brilho e aparéncia visual do fruto
mesmo ap0Os exposicdo a temperatura ambiente, uma caracteristica positiva para a aceitacdo
comercial. Isso corrobora com os resultados obtidos logo ap6s a saida da cAmara (Tabela 12),
reforcando a eficacia da ACD-ELO na preservacdo da aparéncia externa (Tabela 13).

Tabela 12 - Coloragao de epiderme em magas ‘Fuji Suprema’ armazenadas por sete meses em
atmosfera controlada dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELO) nas
temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com 6xido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

Ap06s 7 dias em condi¢cdo ambiente

L* C ho

Aplicacéo 0,5°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Meédia

Controle 70,7 71,4 71,1 447 43,5 44,1™ 97,4 97,9 97,7 A

NO 715 713 714 441 422 432 951 953 952B
Média 711 714 444a  429b 96,3 96,6
CV (%) 18 32 15

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maituscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variagdo, ns: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Houve diferenca significativa no parametro C, com efeito isolado da temperatura de
armazenamento, onde frutos armazenados a 0,5 °C apresentaram maior saturacdo da cor em
comparagdo aos armazenados a 2,0 °C. Essa diferenca indica que a menor temperatura
favoreceu a retencdo da intensidade cromatica ap0s exposicdo ambiente, possivelmente por
menor atividade de enzimas degradativas durante o armazenamento (Contreras et al., 2014,
Artés et al.,1996).
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Em relacdo ao h°, observou-se novamente um efeito significativo da aplicagéo de NO,
com valores menores nos frutos tratados, em comparacdo ao controle, independentemente da
temperatura. Essa diferenca confirma que o efeito do NO na modula¢do da coloracdo da
epiderme foi persistente mesmo apds a retirada da atmosfera controlada, influenciando a
evolucdo da cor (frutos mais amarelados) durante o periodo de prateleira. Como discutido
anteriormente (Tabela 13), esse resultado pode estar relacionado ao papel do NO na modulagéo
da biossintese de pigmentos, especialmente antocianinas (Leshem et al., 1998; Manjunatha et
al., 2010; Zhang et al., 2019).

A auséncia de interagéo significativa entre temperatura e aplicacdo de NO para todos os
parametros de cor sugere que os efeitos do NO e da temperatura foram independentes, sendo
cada fator responsavel por modificar um aspecto especifico da coloracdo, NO afetou a
tonalidade (h°), enquanto a temperatura influenciou a saturacdo (C). Essa independéncia entre
os fatores indica que a combinacao de baixa temperatura com a aplicacdo de NO pode ter efeitos
complementares, potencializando a manutencao da qualidade visual durante a comercializag&o.

Em macas “Cripps Pink”, o NO atrasou a perda da cor verde, embora doses especificas
(10 e 20 uL L) ndo se destacassem do controle (Steffens et al., 2021). Estudos com magéas
“Galaxy” indicaram que doses de 20 e 40 uL. L' de NO néo diferiram do controle para cor de
frutos (Brackmann et al., 2017). Como visto, os resultados variam de acordo a espécie e
variedades

Os valores de solidos soltveis dos frutos do tratamento controle, apresentaram valores
médios mais elevados em comparacgdo aos frutos tratados com NO. Essa reducdo discreta pode
estar relacionada a um retardamento do metabolismo respiratério induzido pelo NO,
diminuindo a conversdo de amido em acUcares sollveis durante o armazenamento, como ja
observado por Zhang et al. (2019) em magcés e por Manjunatha et al. (2010) em outras espécies
climatéricas (Tabela 14).

N&o houve diferenca significativa entre as temperaturas de armazenamento nem
interacdo com a aplicagdo de NO, indicando que a modulagdo dos agucares soltveis foi

atribuida unicamente ao efeito do NO, independentemente da temperatura.



69

Tabela 13 - Solidos soluveis, acidez titulavel e firmeza de polpa em magas ‘Fuji Suprema’,
armazenadas por sete meses em atmosfera controlada dindmica em oxigénio extremamente
baixo (ACD-ELO) nas temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com oxido nitrico (NO). Safra
2021/2022. Lages — SC.

Sélidos Soluveis Acidez titulavel Firmeza de polpa
(°Brix) (%) (N)
Aplicagdo  0,5°C 2,0°C Média  0,5°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C  Média
Controle 16,0 15,8 157A 0,30 0,31 0,30 A 60,9 61,7 61,3
NO 14,8 15,2 150B 0,28 0,27 0,28 B 61,4 61,4 61,4
Média 15,4 15,5 0,29™ 0,29 61,1™ 61,6
CV (%) 4,1 57 31

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maitscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Para a acidez titulavel, os valores foram ligeiramente superiores no controle em relagao
aos frutos tratados com NO, com diferenga significativa apenas para o fator aplicacédo de NO,
sem interacdo com a temperatura. A reducdo da acidez em frutos tratados pode indicar uma
maior preservacdo de &cidos organicos ao longo do armazenamento, refletindo a acdo
antioxidante e protetora do NO sobre as vias catabélicas que envolvem degradacdo de acidos
como o malico — principal acido em macas (Leshem et al., 1998). No entanto, a diferenca é
pequena e ambos os valores estdo dentro do intervalo aceitdvel para a cultivar, sem
comprometimento da acidez percebida sensorialmente (Tabela 14). Steffens et al. (2021)
também observaram que a aplicagdo de 10 uL L™ de 6xido nitrico em magas, reduziu o
conteudo de solidos soltveis em relagdo ao controle.

A firmeza da polpa, ndo apresentou diferencas significativas para nenhum dos fatores
avaliados, indicando que tanto a aplicacdo de NO quanto a variagdo de temperatura de 0,5 °C
para 2,0 °C foram eficazes em manter a integridade da textura do fruto apds sete meses de
armazenamento (Tabela 14). Esses resultados reforgcam a eficiéncia da tecnologia ACD-ELO
em preservar a firmeza em longo prazo, conforme também descrito por Contreras et al. (2014)
e Watkins et al. (2003), o NO, embora amplamente relatado por contribuir com a manutengéo
da firmeza via inibicdo de enzimas como poligalacturonases e pectinases, ndo demonstrou

efeito adicional nesse caso, 0 que pode ser atribuido a baixa taxa de amadurecimento sob ELO.
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Os valores de compostos fendlicos totais observaram-se efeito significativo da aplicagdo
de NO, com valores médios menores nos frutos tratados em comparacéo ao controle. Além

disso, houve efeito significativo da temperatura, com valores mais altos a 0,5 °C em relacdo a

2,0 °C (Tabela 15).

Tabela 14 - Compostos fenolicos totais, atividade antioxidante de epiderme, de magas ‘Fuji
Suprema’ armazenadas por sete meses em atmosfera controlada dindmica em oxigénio
extremamente baixo (ACD-ELO) nas temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com 6xido nitrico
(NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

CFT DPPH
(mg EAG 100 g MF) (uMol Trolox 100 g* MF)
Aplicagéo 0,5°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C Média
Controle 4146 407,9 4112 A 164,4 bB 230,7 aA 197,6
NO 410,6 378,4 3945B 217,8 aA 187,3 aB 202,5
Média 4126 a 393,2b 1911 209,0
CV (%) 3,5 12,6

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maituscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Essa reducdo nos teores de fendlicos em frutos tratados com NO pode estar associada
ao efeito protetor do NO sobre o estresse oxidativo, diminuindo a necessidade de ativacdo do
sistema antioxidante enddgeno, incluindo a sintese de compostos fendlicos. Estudos como 0s
de Zhang et al. (2019 b) e Manjunatha et al. (2010 a) mostram que o NO pode modular o
acumulo de compostos fendlicos, especialmente em condi¢bes de baixa disponibilidade de
oxigénio, como no presente experimento. A menor temperatura também contribuiu para maior
preservacdo fenolica, possivelmente pela reducdo da atividade enzimética oxidativa, como
relatado por (REMORINI et al., 2010).

A atividade antioxidante, expressa em DPPH, apresentou interacdo significativa entre
os fatores aplicagdo de NO e temperatura. No controle, a atividade antioxidante foi
significativamente maior a 2,0 °C do que a 0,5 °C. Em contraste, nos frutos tratados com NO,
os valores foram estatisticamente semelhantes entre as temperaturas, indicando que o NO
conferiu maior estabilidade ao potencial antioxidante dos frutos, independentemente da
temperatura (Tabela 15). Esse comportamento evidencia o papel do NO como modulador do
sistema redox, atuando na manutengdo do equilibrio oxidativo e evitando variagdes bruscas na

capacidade antioxidante em resposta a diferencas de temperatura, tal efeito ja foi descrito por
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Huang et al. (2019), que destacam que o NO pode induzir a expressdo de enzimas antioxidantes
e estabilizar moléculas bioativas, reduzindo o impacto do armazenamento sobre a atividade
antioxidante.

Ocorreu interacdo significativa entre aplicacdo de NO e temperatura. Os frutos do
tratamento controle, apresentaram CFT mais elevados a 2,0 °C em comparagdo com 0,5 °C. Em
contrapartida, nos frutos tratados com NO, os maiores valores ocorreram a 0,5 °C, sendo
significativamente superior aos observados a 2,0 °C (Tabela 16). Essa inversao sugere que o
efeito do NO sobre a sintese ou preservacdo dos compostos fendlicos é dependente da

temperatura de armazenamento.

Tabela 15 - Compostos fendlicos totais, atividade antioxidante em polpa, de magas ‘Fuji
Suprema’ armazenadas por sete meses em atmosfera controlada dindmica em oxigénio
extremamente baixo (ACD-ELO) nas temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com 6xido nitrico
(NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

CFT DPPH
(mg EAG 100 g* MF) (uMol Trolox 100 g* MF)
Aplicacéo 0,5°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C Média
Controle 243,8 bB 655,3 aA 449,5 76,8 75,7 76,2B
NO 630,0 aA 549,5 bB 589,7 77,4 76,6 770 A
Média 436,9 602,4 77,1a 76,1b
CV (%) 8,2 0,9

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e mailscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

O aumento expressivo de fendlicos nos frutos tratados com NO a 0,5 °C pode estar
relacionado ao efeito indutor do NO na ativacdo de vias biossintéticas dos fendis, como a via
do &cido chiquimico, além da maior estabilidade enziméatica em temperaturas mais baixas
(MANJUNATHA et al., 2010a; ZHANG et al., 2019). Estudos como os de Manjunatha et al.
(2010a) e Zhang et al. (2019) relatam que o NO pode atuar como sinalizador para genes ligados
a sintese fendlica, principalmente em situacdes de estresse moderado.

Por outro lado, o elevado teor de fendlicos no controle a 2,0 °C pode indicar uma
resposta oxidativa mais intensa, tipica de frutos submetidos a maiores niveis de estresse sem o
efeito protetor do NO. Assim, o acimulo de fendlicos pode refletir uma resposta secundéaria a
danos oxidativos, enquanto o tratamento com NO parece prevenir tais danos, estabilizando a

resposta metabdlica.
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Em relac&o a atividade antioxidante, ndo houve interacdo significativa entre os fatores,
mas sim efeito principal da aplicacdo de NO e da temperatura. Os frutos tratados com NO
apresentaram atividade antioxidante ligeiramente superior em comparacéao ao controle (Tabela
16).

Quanto a temperatura, observou-se atividade antioxidante ligeiramente maior a 0,5 °C
do que a 2,0 °C, indicando que o armazenamento em temperatura mais baixa foi mais eficaz na
preservacdo dos sistemas antioxidantes naturais, possivelmente por reduzir a taxa de
degradacdo de compostos bioativos, como relatado por Remorini et al. (2010).

Embora os valores absolutos de DPPH ndo tenham variado expressivamente, a
correlacdo com os dados de CFT sugere que os compostos fendlicos desempenharam papel
importante na manutencdo da atividade antioxidante nos frutos tratados com NO. No entanto,
como a diferenca entre tratamentos em DPPH foi pequena, é possivel que outros sistemas
antioxidantes, como enzimas SOD, POD, também estejam contribuindo.

A atividade da enzima POD apresentou interacédo significativa entre aplicacdo de NO e
temperatura. No controle, observou-se maior atividade a 0,5 °C, com uma redugdo significativa
a 2,0 °C. Em contrapartida, nos frutos tratados com NO, a atividade se manteve estatisticamente

estavel entre as temperaturas (Tabela 17).

Tabela 16 - Peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD) e peroxido de hidrogénio (H20.)
em epiderme de magas ‘Fuji Suprema’ armazenadas por sete meses em atmosfera controlada
dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELO) nas temperaturas de 2°C e 5°C
tratadas com oOxido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

POD SOD H202
(umol min mg proteina?) (umol min! mg proteina?) (umol g* de proteina)

Aplicagdo 0,5°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média

Controle 453aA 331bB 39,2 58,2aB 10,6 bB 344 13bB 15aA 1,38

NO 42,6aA 519aA 472 1927bA 2831aA 2379 16aA 13bA 144
Média 44,0 42,5 1255 146,9 1,4 1,4
CV (%) 15,3 17,2 10,1

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maitscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Esse comportamento indica que o NO exerceu efeito modulador sobre a atividade da
POD, especialmente a 2,0 °C, impedindo sua queda como observado no controle. A POD atua

no sistema antioxidante enzimatico, decompondo H-O: em dgua e oxigénio, e sua regulacao
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adequada ¢ essencial para evitar dano oxidativo em tecidos vegetais. A estabilidade da atividade
da POD nos frutos tratados com NO sugere uma resposta mais eficiente ao estresse oxidativo,
possivelmente ligada a inducéo de mecanismos de defesa mediados pér NO (Manjunatha et al.,
2010a; Hasanuzzaman et al., 2012).

A atividade da SOD foi significativamente influenciada por ambos os fatores, e
destacou-se uma interacdo altamente significativa. No controle, a SOD apresentou valores
reduzidos, especialmente a 2,0 °C, contrastando com a 0,5 °C. Ja os frutos tratados com NO
demonstraram atividade amplamente superior, valor superior na temperatura de 2,0 °C (Tabela
17).

Esse padrdo evidencia que o NO induziu fortemente a atividade da SOD,
independentemente da temperatura, agindo como sinalizador para genes ligados a defesa
antioxidante. A SOD é a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo, convertendo
radical superdxido (O27) em H202, que € entdo degradado por POD e catalase (Foyer; Noctor,
2005. A inducdo significativa da SOD nos frutos tratados reforga a capacidade do NO em
preservar a integridade celular durante e apds o armazenamento, o que pode estar associado a
melhor manutencédo da qualidade fisiologica e bioquimica dos frutos (Zhao et al., 2009).

Os teores de H20: apresentaram interagdo significativa entre tratamento e temperatura.
No controle, o H20: foi maior a 2,0 °C do que a 0,5 °C, indicando maior acimulo de ROS sob
condigdes menos favoraveis. Em contraste, os frutos tratados com NO apresentaram o
comportamento inverso, maior concentragao de H.02 a 0,5 °C. Apesar do leve aumento do H20:
nos frutos com NO a 0,5 °C, esse acumulo pode ser transitorio e funcional, atuando como
sinalizador celular para inducdo de defesa, o que é consistente com a alta atividade de SOD e
POD observada. A capacidade do NO em manter niveis de H20: dentro de uma faixa de
sinalizacdo (sem permitir acimulo excessivo e toxico) reforga sua fungdo como regulador fino
do balango redox (Neill et al., 2008).

A atividade da POD apresentou interacdo significativa entre os fatores. No controle, os
frutos armazenados a 0,5 °C mantiveram atividade significativamente superior em relacao a
2,0 °C. Para os frutos tratados com NO, a atividade foi levemente reduzida a 0,5 °C, porém caiu

drasticamente a 2,0 °C (Tabela 18).
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Tabela 17 - Peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD), peroxido de hidrogénio (H202) e
polifenol oxidase (PPO), em polpa de macas ‘Fuji Suprema’ armazenadas por sete meses em
atmosfera controlada dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELO) nas
temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com 6xido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

POD SOD H202 PPO
(umol min mg proteina®) (umol min"t mg proteina®) (umol mg* de proteina) (pumol min mg proteina?)

Aplicagdo 0,5°C  2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C Média

Controle 26,0aA 180bA 22,0 3910 296,3 343, 7A 0,3bB 04aA 04 84,8aA 820aB 834

NO 24,1aA 109bB 175 3232 186,5 254,0B 05aA 0)5aA 05 50,8bB 102,0aA 76,4

Média 25,0 145 357,1a 241,4b 0,4 0,5 67,8 92,0

CV (%) 10,5 10,2 9,6 3,2

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e mailscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacao.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Isso sugere que, apesar da aplicacdo de NO, a POD é sensivel ao aumento da
temperatura. A reducdo da atividade da POD a 2,0 °C em frutos tratados pode estar associada a
menor necessidade de degradacdo de perdxidos, devido ao controle mais eficaz do estresse
oxidativo pela acdo prévia da SOD (Zhang et al., 2020; Wei et al., 2024).

A atividade da SOD também evidenciou forte interacdo entre os fatores, no controle 0s
frutos a 0,5 °C exibiram maior atividade, com queda significativa a 2,0 °C. Nos frutos tratados
com NO, a atividade foi mais baixa que o controle em ambas as temperaturas, sendo a diferenca
entre temperaturas ainda mais pronunciada (Tabela 18). Embora inferior ao controle, a SOD no
tratamento com NO indicou ativacao precoce do sistema antioxidante, possivelmente mitigando
0 acumulo de radicais livres nos estagios iniciais do armazenamento, como sugerido por Tang
et al. (2022). A menor atividade final pode refletir um sistema mais equilibrado, com menor
acumulo de estresse.

A concentracao de H20: também variou conforme os tratamentos, frutos controle a
2,0 °C apresentaram maior acimulo, enquanto a 0,5 °C observaram-se valores mais baixos. Em
contraste, os frutos tratados com NO mantiveram concentra¢des mais altas, independentemente
da temperatura (Tabela 18). Esse comportamento pode indicar uma regulagdo mais eficiente do
fluxo de espécies reativas de oxigénio (EROs), com o H20: atuando como sinalizador celular
para inducdo de respostas antioxidantes (Frontiers, 2021; Zhou et al., 2025). Em magcés
“Baigent”, frutos tratados com NO apresentaram menor concentracao de H.O2 em comparagao
ao controle, independentemente da dose ou tempo de aplicacdo, durante o0 armazenamento em

atmosfera controlada (Coser et al., 2023). Neste estudo, os resultados demonstram que o
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tratamento com aplicacdo de NO a temperatura de 0,5 °C, apresentou maior concentracdo de
H20-, indicando que o NO tenha intensificado a producdo deste composto antioxidante em
temperaturas mais baixas.

Na atividade da PPO o controle mostrou niveis semelhantes entre temperaturas,
enquanto o NO, os frutos tratados a 0,5 °C apresentaram menor atividade, enquanto a 2,0 °C
ocorreu um aumento expressivo (Tabela 18). A elevagao da PPO em NO a 2,0 °C pode estar
associada a processos compensatorios, como o aumento da oxidacao fendlica em resposta ao
estresse oxidativo residual (Li et al., 2023). A menor atividade de PPO a 0,5 °C com NO reforga
seu papel na manutencdo da integridade celular e na prevencdo do escurecimento enzimatico,
aspecto relevante para a qualidade visual dos frutos.

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de ROS excede a capacidade
antioxidante dos frutos, causando danos as membranas celulares, proteinas e DNA. Enzimas
como superoxido dismutase e peroxidase, ajudam a decompor o H>Oa, reduzindo os danos
oxidativos (Hodges et al., 2004; Zhang et al., 2019).
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4.3.2 Frutos da cultivar Fuji Mishima (Vacaria-RS)

A taxa respiratéria dos frutos de ma¢da ‘Fuji Mishima’ foi significativamente
influenciada pela interacdo entre o tratamento com oOxido nitrico (NO) e a temperatura de

armazenamento, especialmente nos dias iniciais de avaliacdo (Tabela 19).

Tabela 18 - Taxa respiratoria em magas ‘Fuji Mishina’ armazenadas por sete meses em
atmosfera controlada dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELO) nas
temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com oxido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

Taxa respiratéria
(nmol kgt s?)

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6

Aplicacdo 0,5°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média

Controle 68,5aA 54, 0bA 61,3 114,8 1110 1129™ 1090 1050 107,0® 106,1bA 123,7aA 1149
NO 51,2bB 63,2aA 57,2 109,1 1095 109,3 995 92,3 959 114,8aA 91,1bB 103,0
Média 59,87 58,6 112,0™ 110,2 104,3" 98,7 110,4 107,4

CV (%) 12,3 55 83 9,9

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maitscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variagdo, ns: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Ao dia 0 de avaliag&o, os frutos controle, armazenados a 0,5 °C apresentaram maior taxa
respiratoria em comparagdo com 2,0 °C, o que pode refletir uma resposta inicial ao estresse
térmico a baixas temperaturas (Tabela 19). Por outro lado, os frutos tratados com NO
apresentaram comportamento inverso, com menor taxa respiratédria a 0,5 °C e aumento a 2,0 °C,
indicando que o NO pode ter atenuado o estresse inicial a 0,5 °C (Wang et al., 2022; Liu et al.,
2023).

Nos dias subsequentes (2 e 4 dias apds a exposicdo ao ar ambiente), as diferencas entre
tratamentos e temperaturas ndo foram significativas, demonstrando um possivel efeito de
igualdade respiratoria entre os frutos, independentemente da condic&o inicial (Tabela 19). Esse
comportamento de estabilizagdo respiratoria apds o pico inicial é tipico de frutos armazenados
em atmosfera controlada dindmica com baixos niveis de oxigénio (ACD-ELO), como relatado
por Li et al. (2021) e corroborado por Zhang et al. (2024).

No dia 6 os frutos controle, a 2,0 °C apresentaram um aumento significativo na taxa
respiratoria, enquanto os tratados com NO mantiveram menor taxa respiratoria nessa
temperatura (Tabela 19). Ja a 0,5 °C, o NO elevou a respira¢do, mas de forma menos intensa

que o controle a 2,0 °C. Este resultado sugere que o NO pode modular a atividade respiratoria
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ao longo do armazenamento, evitando picos excessivos de consumo de oxigénio e producgéo de
CO: nas fases finais da exposi¢ao ao ambiente (Zhou et al., 2025; Wei et al., 2024).

O efeito do NO na reducéo da taxa respiratoria é coerente com seu conhecido papel
como modulador do metabolismo oxidativo, atuando sobre enzimas-chave da cadeia
respiratéria mitocondrial, como a citocromo c oxidase e a alternativa oxidase (AOX), além de
reduzir o estresse oxidativo (Luo et al., 2023; Tang et al., 2022).

A taxa respiratoria em frutos de nectarina foi menor quando aplicado 0,5 mM de SNP
(indutor de 6xido nitrico) em comparacao ao controle (Jayarajan; Sharma, 2018). A aplicacédo
de NO em ameixas independente da dose aplicada quando comparada ao tratamento controle,
reduziu a taxa respiratdria.

A produgdo de etileno nas magas ‘Fuji Mishina’ foi significativamente influenciada
tanto pela aplicacdo de éxido nitrico (NO) quanto pela temperatura de armazenamento. No dia
0, observou-se maior produgdo de etileno no controle a 2,0 °C, com diferenga significativa em
relagdo a 0,5 °C, refletindo o efeito inicial da temperatura sobre o metabolismo respiratorio ja
nos frutos tratados com NO, os valores foram semelhantes entre as temperaturas, indicando um

possivel efeito estabilizador do tratamento (Tabela 20).

Tabela 19 - Taxa de produgao de etileno em macas ‘Fuji Mishima’ armazenadas por sete
meses em atmosfera controlada dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELO) nas
temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com 6xido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

Taxa de producdo de etileno
(nmol kg?'s?)

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6

Aplicacdo 0,5°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Média

Controle 11,2b 16,4a 13,8 139,6aB 153,1aA 146,3 164,4 1585 161,5™ 1280 1229 1255™
NO 138 141 14,2 172,4aA 1435bA 1579 1828 169,3 1760 1225 86,7 104,6
Média 12,5 155 156,0 148,3 173,6™ 163,9 125,2ns 104,8

CV (%) 20,3 11,3 19,2 17,4

Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e maiGscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Durante o armazenamento (Dias 2, 4 e 6), a producdo de etileno aumentou
substancialmente em todos os tratamentos, caracteristica tipica de frutos climatéricos (Tabela
20). No entanto, frutos tratados com NO apresentaram uma tendéncia a reducdo da producédo
de etileno nos ultimos dias, especialmente a 2,0 °C, onde os valores cairam de 143,5 (dia 2)

para 86,7 nmolkg's! (dia 6), sugerindo uma supressdo parcial do pico climatérico. Esse
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comportamento esta alinhado com estudos que demonstram que o NO atua como modulador
negativo da biossintese de etileno, interferindo na expressdo e na atividade das enzimas-chave
ACC sintase (ACS) e ACC oxidase (ACO) (Li et al., 2023; Wang et al., 2023; Xu et al., 2024).
A acdo do NO sobre a sinalizacdo do etileno tem sido relacionada a regulacao transcricional e
pos-traducional das vias associadas ao amadurecimento e senescéncia dos frutos (Huang et al.,
2022; Zhao et al., 2022).

Esse conjunto de dados reforca a hipotese de que o tratamento com NO, especialmente
quando combinado com temperaturas moderadamente baixas (2,0 °C), pode ser uma estratégia
eficaz para retardar o amadurecimento, modular a producéo de etileno e, assim, prolongar a
vida util dos frutos climatéricos como a mag¢a ‘Fuji Mishina’.

Em frutos de pera tratados com doses de 10, 20 e 30 uL L™, a taxa de producgdo de
etileno foi menor do que nos frutos ndo tratados (Liu et al., 2011). Diferente do observado em
ameixa em que concentragdes de 10 e 20 pL L inibiram a taxa de producdo de etileno em
comparagio ao tratamento com 5 pL L e o controle (Singh et al., 2009).

A andlise dos parametros de cor da epiderme, das mac¢as ‘Fuji Mishina’ revelou efeitos
distintos do tratamento com NO e da temperatura de armazenamento. O valor de L*, ndo
apresentou diferencgas significativas entre os tratamentos e temperaturas, indicando que a
luminosidade da epiderme foi mantida ao longo do armazenamento, independentemente das

condicdes testadas (Tabela 21).

Tabela 20 - Coloragao de magas ‘Fuji Mishima’ armazenadas por sete meses em atmosfera
controlada dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELQ) nas temperaturas de 2°C e
5°C tratadas com oOxido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

Apés saida da camara

L* C ho

Aplicagdo  0,5°C 2,0°C  Média 0,5°C 20°C Média 05°C 20°C Média

Controle 71,4 71,0 71,2  40,1aA  38,6aA 39,3 103,3 104,0  103,6™

NO 71,2 71,7 715  365bB  397aA 37,8 10401 1033 1037
Média 71,3™ 71,3 38,1 39,0 103,7 1036
CV (%) 1,1 4,5 13

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maitscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Esse resultado esta de acordo com Zhao et al. (2022), que relatam que o0 NO pode reduzir
alteragBes visiveis na cor durante o armazenamento ao minimizar o estresse oxidativo e a
degradacéo de pigmentos.

Para o parametro C, houve efeito significativo da interacdo entre tratamento e
temperatura. Os frutos tratados com NO apresentaram reducéo significativa no valor de C a
0,5 °C, comparado ao controle, sugerindo uma menor intensidade de colorac¢ao nesta condigdo
(Tabela 21). Isso pode ser atribuido a acdo do NO na regulacdo da degradacao de clorofilas e
na biossintese de compostos fendlicos e carotenoides, componentes diretamente relacionados a
intensidade da cor (Huang et al., 2022; Li et al., 2023).

O parametro h°, ndo apresentou diferencas significativas entre tratamentos ou
temperaturas, permanecendo estavel ao longo do armazenamento (Tabela 21). Esses resultados
sugerem que, apesar de o NO afetar a saturacdo da cor C, ndo houve alteracdo no tom
predominante da epiderme das macds, o que é desejavel para a manutencdo da aparéncia
comercial dos frutos. Esse comportamento corrobora com os achados de Xu et al. (2024), que
demonstraram que o NO pode atuar preservando a integridade da cor da casca, minimizando
alteracdes indesejadas durante o armazenamento prolongado.

O o6xido nitrico, tem papel crucial na preservacdo da coloragdo verde dos frutos ao
reduzir a atividade da enzima clorofilase, responsavel pela degradacdo da clorofila (Saure,
1987). Diversos fatores, como o estadio de maturacdo, a producéo de etileno e as condi¢des de
armazenamento em AC, impactam esse processo (Guo et al., 2014; Gwanpua et al., 2014).

Houve interacdo significativa entre a temperatura e a aplicacdo de NO. No controle, a
POD apresentou valores semelhantes entre as temperaturas, mas com ligeira redugéo a 2,0 °C.
Por outro lado, nos frutos tratados com NO, a atividade da POD aumentou com a elevacédo da
temperatura (Tabela 22).
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Tabela 21 - Peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD), peroxido de hidrogénio (H202) e
atividade antioxidante pelo método ABT, em epiderme de magas ‘Fuji Mishima’,
armazenadas por sete meses em atmosfera controlada dindmica em oxigénio extremamente
baixo (ACD-ELO) nas temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com oxido nitrico (NO). Safra
2021/2022. Lages — SC.

ABTS
POD SOD H202 1
(umol min! mg proteina!)  (umol min-t mg proteina’)  (umol g* de proteina (uMol TK/(I)LO)X 1009
Aplicagdo 0,5°C 2,0°C Média 05°C 2,0°C Meédia 0,5°C 2,0°C Média 0,5°C %CO Média

Controle 23,4aA 21,5aB 22,4 1450aA 121,1bB 133,1 0,8aA 0,6bA 0,7 157aA 2,0bA 8,9
NO 26,4bA 31,8aA 29,1 139,6bA 2858aA 212,7 06aB 06aA 06 9,3aB 6,7aA 8,0
Média 24,9 26,6 142,3 203,5 0,7 0,6 12,5 4,4

CV (%) 11,5 8,5 5,6 39,1

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maitscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Isso indica que o NO potencializa a atividade da POD em condig¢Ges de maior estresse
térmico, como temperaturas de 2 °C, o que pode estar relacionado ao aumento na necessidade
de detoxificacdo de peroxidos formados (Huang et al., 2022; Wang et al., 2023).

A SOD também apresentou forte interacdo entre os fatores. Enquanto no controle a
atividade da SOD diminuiu significativamente a 2,0 °C em comparagao a 0,5 °C, o tratamento
com NO promoveu um efeito oposto, com um aumento expressivo da SOD a 2,0 °C (Tabela
22).

Isso demonstra que o NO é eficiente em induzir a expressdo de SOD, mesmo sob maior
estresse oxidativo associado a temperatura mais elevada (Li et al., 2023; Xu et al., 2024). Este
comportamento reforca a hipdtese de que o NO atua como um sinalizador molecular que ativa
a expressdo de genes de defesa antioxidante, como relatado por Zhao et al. (2022).

No contedo de H:0, também houve intera¢do, o controle armazenado a 0,5 °C
apresentou valores mais altos do que a 2,0 °C (Tabela 22), possivelmente refletindo maior
atividade metabdlica e menor eficiéncia de enzimas de remocéo de ROS. No tratamento com
NO, o conteudo de H20: foi estavel entre as temperaturas, 0 que pode ser um reflexo direto da
maior atividade de SOD e POD nos frutos tratados, favorecendo a manutencao de niveis seguros
de H20: (Huang et al., 2022; Li et al., 2023).

Para o AAT (ABTS), houve interacdo significativa, no controle observou-se uma queda
brusca nos valores a 2,0 °C, em comparacdo a 0,5 °C (Tabela 22), refletindo a perda de

compostos antioxidantes ndo enzimaticos sob maior estresse. No entanto, nos frutos tratados



81

com NO, essa reducdo foi atenuada, mostrando que o NO contribuiu para manutencgéo parcial
da capacidade antioxidante, mesmo em temperaturas mais elevadas (Wang et al., 2023; Zhao
etal., 2022).

De Marco (2023), identificou que a atividade antioxidante total pelo método ABTS
apresentou maior valor no tratamento com 1 pL L de NO, mas ndo diferiu do tratamento
controle e da aplicacdo de 10 uL L™ de NO, em trabalho com ameixas ‘Laetitia’. A atividade
antioxidante esta fortemente relacionada aos compostos fenolicos totais, permitindo seu uso
para monitorar a perda de qualidade do produto pds-colheita. Além disso, pode indicar a
reducdo ou inibicdo da producgéo de radicais livres e, consequentemente, a ndo ativacdo do
metabolismo secundario, diminuindo a concentracdo desses compostos no fruto.

Conforme Rotili et al. (2013), a atividade antioxidante total em frutas é influenciada
pela acdo de diversos compostos que sdo degradados ou sintetizados durante 0 armazenamento
em resposta a estresses bidticos e abioticos, destacando-se os CFT. Os CFT sdo influenciados
por fatores ambientais, principalmente a luz. Estes desempenham fungdes distintas dependendo
de suas concentracdes (Jakopic et al., 2009).

A atividade das enzimas antioxidantes POD e superdxido dismutase (SOD) e 0s niveis
de peroxido de hidrogénio (H20-) foram significativamente influenciados pela interagdo entre

a temperatura de armazenamento e a aplica¢do de 6xido nitrico (NO) (Tabela 23).

Tabela 22 - Peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD), perdxido de hidrogénio (H205),
em polpa de magas ‘Fuji Mishima’ armazenadas por sete meses em atmosfera controlada
dindmica em oxigénio extremamente baixo (ACD-ELO) nas temperaturas de 2°C e 5°C
tratadas com oxido nitrico (NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

POD SOD H20:
(umol min! mg proteina?) (nmol min? mg proteina?) (umol g de proteina)

Aplicagdo 0,5°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C  Média 0,5°C 2,0°C Meédia

Controle  15,64aA 12,6 aA 14,12 179,05 90,75 1349A 0,60 0,51 0,55™

NO  1824aA 893bA 1358 131,14 447  87,92B 059 054 0,57
Média 16,94 10,76 15509a  67,72b 059a 053b
CV (%) 15,8 5,6 10,2

Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e maidscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Para a atividade da POD, observou-se que, no controle, ndo houve diferenca
significativa entre as temperaturas de 0,5 °C e 2,0 °C. No entanto, quando tratado com NO, a

POD apresentou comportamento distinto, onde sua atividade foi significativamente superior a



82

0,5 °C em comparagdo com 2,0 °C (Tabela 23). Esses resultados indicam que o NO foi mais
eficiente em estimular a atividade da POD sob menor temperatura, o que pode estar relacionado
a sua atuacdo na modulacdo de respostas antioxidantes em condicdes de estresse moderado
(Huang et al., 2022; Li et al., 2023).

Em relagdo a SOD, observou-se uma tendéncia semelhante, no tratamento controle, a
atividade foi mais elevada a 0,5 °C, reduzindo-se drasticamente a 2,0 °C. Com a aplicacdo de
NO, houve também reducédo da atividade enziméatica com o0 aumento da temperatura (Tabela
23). Ainda que o NO tenha atenuado parcialmente essa queda, os dados sugerem que sua
capacidade de induzir a SOD é limitada em condi¢Bes de maior estresse térmico. De acordo
com Wang et al. (2023), a eficacia do NO na inducdo de enzimas antioxidantes pode ser
comprometida quando o desequilibrio redox ultrapassa um determinado limiar, como pode ter
ocorrido a 2,0 °C.

No que se refere ao conteudo de H20-, ndo foi observada interacdo significativa entre
os fatores, embora a temperatura tenha influenciado diretamente os valores médios, com maior
acumulo de peroxido a 0,5 °C em comparagdo a 2,0 °C (Tabela 23). A auséncia de efeito do NO
sobre os niveis de H-0: sugere que sua acdo regulatoria ocorreu de forma mais pronunciada
sobre as enzimas antioxidantes, e ndo diretamente sobre a concentracdo do perdxido. Resultados
semelhantes foram relatados por Zhao et al. (2022), os quais destacam que o NO atua
principalmente modulando a atividade de enzimas como POD e SOD, promovendo a
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio de maneira indireta.

Os resultados obtidos para o CFT e a atividade da PPO demonstraram interacao
significativa entre a temperatura de armazenamento e a aplicagdo de 6xido nitrico (NO) nas
magas ‘Fuji Mishina’. Para o CFT, verificou-se que o tratamento controle apresentou maior
acumulo de compostos fenolicos a 2,0 °C em comparagao a 0,5 °C (Tabela 24), indicando que
temperaturas mais elevadas induziram o aumento da sintese de fendlicos, provavelmente como

resposta ao maior estresse oxidativo (Huang et al., 2022).
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Tabela 23 - Compostos fenolicos totais (CFT), polifenol oxidase (PPO) em polpa de macas

‘Fuji Mishima’ armazenadas por sete meses em atmosfera controlada dindmica em oxigénio

extremamente baixo (ACD-ELO) nas temperaturas de 2°C e 5°C tratadas com Oxido nitrico
(NO). Safra 2021/2022. Lages — SC.

CFT PPO
(mg EAG 100 g-1 MF) (umol min™ mg proteina®)
Aplicacédo 0,5°C 2,0°C Média 0,5°C 2,0°C Média
Controle 550,91bA 701,3 aA 626,1 151,6 aA 79,4 bA 115,5
NO 589,0 aA 518,3 aB 553,6 85,3 aB 95,4 aA 90,4
Média 569,9 609,8 118,5 87,4
CV (%) 83 18,0

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maitscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05). CV: Coeficiente de variacao.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Por outro lado, a aplicagdo de NO promoveu um comportamento oposto, a 0,5 °C, o
CFT foi significativamente superior em comparacao a 2,0 °C, sugerindo um possivel papel do
NO na modulacdo da sintese fendlica em condi¢cdes de menor estresse termico, o que corrobora
o0s achados de Xu et al. (2024) para magés (Tabela 24).

Em relacdo a atividade da PPO, que esta diretamente relacionada ao escurecimento
enzimatico dos tecidos, o tratamento controle apresentou maior atividade a 0,5 °C, com uma
redugdo significativa a 2,0 °C (Tabela 24). Essa resposta pode ser atribuida ao fato de que, em
temperaturas mais baixas, ha menor degradacdo das enzimas oxidativas (Wang et al., 2023). J&
no tratamento com NO, a atividade da PPO foi menos variavel entre as temperaturas e sem
diferenca significativa entre elas.

Estes dados indicam que o NO foi eficiente em reduzir a atividade da PPO,
especialmente a 0,5 °C, o que pode contribuir para a manutencao da qualidade visual das magas
durante 0o armazenamento. Estudos recentes destacam que o NO pode inibir diretamente a
expressdo e a atividade de enzimas oxidativas como a PPO, retardando o escurecimento

enzimatico em frutos de clima temperado (Li et al., 2023; Zhao et al., 2022).
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4.4 CONCLUSAO

A ‘Fuji Suprema’ apresentou maior estabilidade metabdlica, com menor produgdo de
etileno, menor taxa respiratdria e menor acumulo de espécies reativas de oxigénio (H202), além

de melhor preservacédo da atividade antioxidante, mesmo a 2°C.

Por outro lado, a ‘Fuji Mishima’ mostrou maior sensibilidade ao estresse oxidativo,
especialmente a 2°C, sendo mais responsiva ao tratamento com NO, que contribuiu para reduzir

0 estresse e preservar a qualidade.

A combinacdo de temperatura mais baixa (0,5°C) e aplicacdo de NO foi a estratégia
mais eficiente para ambas as cultivares, principalmente para a ‘Mishima’, demonstrando que a
adocdo de protocolos especificos por cultivar é essencial para prolongar a vida Gtil e a qualidade

das macas armazenadas.
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