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RESUMO 

 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do óleo essencial de melaleuca (Melaleuca 

alternifolia) sobre podridão pós-colheita causada por Botrytis cinerea, bem como sobre a 

qualidade sensorial de morangos cultivares San Andreas e Albion. Foram conduzidos dois 

experimentos: in vitro e in vivo. O experimento in vitro foi constituído da aplicação do óleo 

essencial de melaleuca nas doses de 0, 10, 50, 100, 500, 1.000 e 2.000 µL L-1, por fumigação 

dentro das placas de Petri com meio BDA e inoculados com um disco de B. cinerea com 7 mm 

de diâmetro. O experimento in vivo foi conduzido durante a safra 2019/20, com frutos 

provenientes de área de produção comercial localizada em Lages, SC. Foram avaliados os 

seguintes tratamentos: controle (sem aplicação de óleo) e óleo essencial de melaleuca nas 

concentrações de 100, 300 e 600 µL L-1, para a cultivar San Andreas, aplicados por fumigação, 

onde cada tratamento foi constituído de quatro repetições de 15 frutos inoculados com B. 

cinerea e 20 frutos não inoculados. Já para a cultivar Albion foram avaliados os tratamentos 

controle (sem aplicação de óleo) e doses de 50 e 200 µL L-1, onde cada tratamento foi 

constituído de cinco repetições de 15 frutos inoculados com B. cinerea e 20 frutos não 

inoculados. Após aplicação dos tratamentos, os frutos ficaram em condições ambiente (23±3ºC 

e UR de 80±2%) por 2 dias (para a cultivar San Andreas) e 3 dias (para a cultivar Albion), onde 

os inoculados foram avaliados quanto a incidência e severidade de podridão (a cada 12 horas 

para a cultivar San Andreas, e a cada 24 horas para a cultivar Albion) e os não inoculados 

avaliados quanto aos seguintes atributos: incidência e severidade de podridão, taxas respiratória 

e de produção de etileno, força para penetração da polpa, sólidos solúveis, acidez titulável, cor 

da epiderme [ângulo hue (hº), lightness (L*) e croma (C)], teor de compostos fenólicos totais, 

atividade da enzima peroxidase e perfil de compostos voláteis. A aplicação do óleo essencial 

de melaleuca reduziu o desenvolvimento in vitro e in vivo de B. cinerea. Frutos tratados com 

óleo essencial de melaleuca da cultivar San Andreas tiveram menores taxas respiratória e de 

produção de etileno, enquanto os frutos da cultivar Albion tiveram maior taxa respiratória. O 

teor de sólidos solúveis foi maior e a acidez titulável maior nos frutos da cultivar San Andreas 

tratados com 600 µL L-1 de óleo essencial de melaleuca. A força para penetração da polpa foi 

menor e a cor da epiderme dos frutos foi alterada nos frutos tratados com o óleo essencial de 

melaleuca. O óleo essencial de melaleuca reduziu o teor de compostos fenólicos totais. O perfil 

de compostos voláteis foi alterado conforme a dose do óleo essencial de melaleuca aumentou. 

A aplicação do óleo essencial de melaleuca reduziu o desenvolvimento da doença, no entanto, 



 

houve alteração indesejada nos atributos de qualidade dos frutos bem como no perfil de 

compostos voláteis. 

 

Palavras-chave: Mofo cinzento. Podridão pós-colheita. Fragaria x ananassa. Melaleuca 

alternifolia.  

  



 

ABSTRACT 

 

IN VITRO GROWTH AND POSTHARVEST CONTROL OF GREY MOLD IN 

STRAWBERRIES WITH MELALEUCA ESSENTIAL OIL 

 

The objective of the present work was to evaluate the effect of tea tree essential oil (Melaleuca 

alternifolia) on postharvest rot of Botrytis cinerea and the sensory quality of ‘San Andreas’ and 

‘Albion’ strawberries. Two experiments were conducted: in vitro and in vivo. The in vitro 

experiment consisted of the application of tea tree essential oil at doses of 0, 10, 50, 100, 500, 

1000 and 2000 µL L-1, by fumigation inside the Petri dishes with BDA medium and inoculated 

with a disc of B. cinerea with 7 mm in diameter. The in vivo experiment was conducted during 

the 2019/20 harvest, with fruit from a commercial production area located in Lages, SC. The 

following treatments were evaluated: control (without oil application) and tea tree essential oil 

in concentrations of 100, 300 and 600 µL L-1, for the cultivar San Andreas, applied by 

fumigation, where each treatment consisted of four replications of 15 fruit inoculated with B. 

cinerea and 20 uninoculated fruit. For the Albion cultivar, the control treatments (without oil 

application) and doses of 50 and 200 µL L-1 were evaluated, where each treatment consisted of 

five repetitions of 15 fruit inoculated with B. cinerea and 20 non-inoculated fruit. After 

treatment application, fruit were kept in ambient conditions (23 ± 3ºC, 80 ± 2% RH) for 2 days 

(for the cultivar San Andreas) and 3 days (for the cultivar Albion), where the inoculated ones 

were evaluated for incidence and severity of rot (every 12 hours for the cultivar San Andreas, 

and every 24 hours for the cultivar Albion) and the non-inoculated evaluated for the following 

attributes: incidence and severity of rot, respiratory rates and ethylene production, strength for 

pulp penetration, soluble solids, titratable acidity, color of the epidermis [hue angle (hº), 

lightness (L *) and chroma (C)], content of total phenolic compounds, activity of the peroxidase 

enzyme and profile of volatile compounds. The application of tea tree essential oil reduced the 

in vitro and in vivo development of B. cinerea. Fruit treated with tea tree essential oil from the 

cultivar 'San Andreas' had lower respiratory and ethylene production rates, while fruit from the 

cultivar 'Albion' had a higher respiratory rate. The soluble solids content and the titratable 

acidity were higher in the fruit of the cultivar 'San Andreas' treated with 600 µL L-1 of tea tree 

essential oil. The force for penetration of the pulp was lower and the color of the epidermis of 

the fruit was changed in the fruit treated within the tea tree essential oil. Tea tree essential oil 

reduced the content of total phenolic compounds. The profile of volatile compounds was 

changed as the dose of tea tree essential oil increased. The application of tea tree essential oil 



 

reduced the development of the disease, however, there was an unwanted change in the quality 

attributes of the fruit as well as in the profile of volatile compounds. 

 

Keywords: Gray mold. Post-harvest rot. Fragaria x ananassa. Melaleuca alternifolia.  
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1 INTRODUÇÃO 

Os morangos são frutos altamente perecíveis, tendo sua vida pós-colheita reduzida, 

principalmente, pela incidência de podridões causadas por fungos. Entre os patógenos, 

destacam-se os fungos Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel, 1945 (mofo cinzento), Rhizopus 

stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill. (podridão mole) e espécies de Colletotrichum (antracnose) 

(PARVEZ; WANI, 2018). 

O fungo B. cinerea é o principal patógeno que ocorre em pós-colheita em morangos. Ao 

infectar o fruto ele se desenvolve, geralmente, após a colheita, quando o fruto está maduro 

(DROBY; LICHTER, 2007), sendo mais severo em ambientes úmidos e frescos (AGRIOS, 

2005). 

O manejo de controle mais adequado do mofo cinzento é realizado por meio do uso de 

fungicidas em pré-colheita, na floração (MAAS, 2004). No entanto, não há produtos registrados 

para o controle de B. cinerea em pós-colheita de morangos, o que seria uma eficiente alternativa 

para evitar infecção de frutos saudáveis durante o armazenamento e transporte, quando em 

contato com frutos doentes (PARVEZ; WANI, 2018). Contudo, há uma crescente preocupação 

e pressão dos consumidores para a redução do uso de agroquímicos por conta dos possíveis 

efeitos nocivos ao meio ambiente e a saúde humana. Desta forma, os óleos essenciais 

constituem-se como forma de controle alternativo de doenças, no campo ou na pós-colheita. 

O uso de óleos essenciais tem se mostrado atraente, principalmente, devido à sua 

volatilidade, possibilidade de aplicação por fumigação, produção de alimentos mais seguros, 

ampla aceitação por parte dos consumidores, menor impacto ambiental e com propriedades 

biodegradáveis. A aplicação de óleo essencial é um método interessante para o controle de 

doenças pós-colheita, devido a sua bioatividade na fase de vapor, os tornando úteis como 

possíveis fumigantes (ARREBOLA et al., 2010). 

Diversos estudos foram realizados com a utilização de óleos essenciais de plantas como 

método de controle de doenças apresentando efeitos positivos. Vilaplana, Pazmiño e Valencia-

Chamorro (2018) observaram que o óleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.), aplicado 

em pós-colheita, pode controlar Colletotrichum musae  (Berk. & M.A.Curtis) Arx, (1957) em 

bananas orgânicas, sem efeito negativo na qualidade físico-química e sensorial. Chaemsanit, 

Matan e Matan (2018) constataram que a aplicação de óleo de hortelã-pimenta (Mentha piperita 

L.) proporcionou 14 dias sem o surgimento de Penicillium e Rhizopus em pitaias, e ainda 

manteve o fruto mais firme, a bráctea mais esverdeada, maior conteúdo de acidez titulável e de 

compostos fenólicos totais após 21 dias, comparado ao controle. Em morangos, o vapor dos 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Christian_Gottfried_Ehrenberg
https://pt.wikipedia.org/wiki/Elias_Magnus_Fries
https://pt.wikipedia.org/wiki/Jean_Paul_Vuillemin
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521417309560#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521417309560#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521417309560#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521417309560#!
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óleos essenciais de cravo (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry) e mostarda (Brassica 

nigra L.) mostrou-se eficiente contra B. cinerea (AGUILAR-GONZÁLEZ; PALOU; LÓPEZ-

MALO, 2015). A atividade inibitória destes óleos essenciais foi atribuída aos principais 

compostos identificados nestes óleos, o eugenol (cravo) e o alil isotiocianato (mostarda). 

A redução de perdas pós-colheita em morangos pode ser obtida com métodos 

alternativos de controle de fitopatógenos, como a utilização de óleos essenciais.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A CULTURA DO MORANGO 

 

O morangueiro é uma planta nativa das regiões de clima temperado da Europa e das 

Américas. O morango (Fragaria x ananassa Duch.) cultivado atualmente é resultado da 

hibridização entre as espécies americanas F. chiloensis Mill. e F. virginiana Duch., originado 

na Europa. Pertencente à família Rosaceae, é uma planta herbácea, rasteira e perene, no entanto, 

é cultivada como anual formando pequenas touceiras. O morango é um pseudofruto, pois se 

origina de uma única flor com vários ovários, onde cada um destes irá gerar o fruto verdadeiro. 

O pseudofruto é então constituído de um receptáculo carnoso e suculento, de coloração 

vermelho-viva (VIGNOLO et al., 2016).  

Dentre os pequenos frutos, o morango é o principal deste grupo, sendo cultivado 

principalmente por pequenos produtores rurais. É um fruto com grande aceitação pelo mercado 

consumidor por conta de seu aroma e sabor agradáveis, e ainda propriedades funcionais que 

contribuem para a manutenção da saúde, tendo como principal constituinte os flavonoides 

(ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011). O morango é muito consumido na forma de 

sucos, iogurtes e geleias, bem como in natura. 

De acordo com dados de Antunes, Bonow e Reisser Junior (2020), o cultivo de morango 

no Brasil ocupa uma área de cerca de 4,5 mil hectares, com uma produção anual de 

aproximadamente 165 mil toneladas. O estado de Santa Catarina ocupa 5% da área total e 

contribui com 9,9 mil toneladas da produção anual (ANTUNES; FAGHERAZZI; VIGNOLO, 

2017). O estado de Minas Gerais é o maior produtor do país, com 2.100 hectares plantados e 

uma produção de 84 mil toneladas (ANTUNES; BONOW; REISSER JUNIOR, 2020). 

A produção brasileira de morango tem aumentado a cada ano, demandando pouco 

volume de frutos importados para atender o mercado interno. As informações da FAO (2020) 

indicam que o Brasil importou, em 2017, apenas 3 toneladas de morangos. Ainda, segundo 

dados da FAO (2020), o maior produtor de morango em 2019 foi a China, com uma produção 

anual de mais de 3,7 milhões de toneladas, em segundo lugar os Estados Unidos, com cerca de 

1,4 milhão toneladas produzidas, e em terceiro lugar o México, com quase 700.000 toneladas 

por ano. O Brasil nesse ranking fica em décimo primeiro lugar. 

 

2.2 CULTIVAR SAN ANDREAS 
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A cultivar San Andreas foi lançada pela Universidade da Califórnia (EUA) em 2008, 

resultado do cruzamento entre ‘Albion’ e a seleção Cal 97.86-1. Foi introduzida nos últimos 

anos no mercado brasileiro, apresentando bom desempenho nos estados de Minas Gerais e 

Espírito Santo (FAGHERAZZI, 2013). É uma cultivar de dia neutro, produzindo frutos 

independentemente da duração do dia, em climas áridos e subtropicais (UNIVERSITY OF 

CALIFORNIA, 2009), sendo uma das cultivares mais produzidas no Brasil por conta de tais 

características. 

Os frutos desta cultivar são grandes e com bom formato, possuem elevada firmeza de 

polpa, bom sabor e elevados valores de coloração, o que torna o fruto muito atraente perante os 

consumidores. É moderadamente resistente ao oídio [Sphaerotheca macularis (Wallr.) U. 

Braun & S. Takam., (2000)], à antracnose [Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds (1968)], à 

murcha de verticillium [Verticillium dahliae Kleb., (1913)], à podridão de fitóftora 

[Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schröt., (1886)] e à mancha foliar comum 

(Ramularia tulasnei Sacc.) (UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 2009). 

 

2.3 CULTIVAR ALBION 

 

Em 1997, a cultivar Albion se originou de um cruzamento entre a cultivar Diamante e a 

seleção avançada Cal 94.16-1, pela Universidade da Califórnia. É uma cultivar de dia neutro, 

assim como a ‘San Andreas’, mas com frutos com melhor qualidade sensorial, maior resistência 

a danos mecânicos e físico, de coloração mais escura e maior resistência a P. cactorum 

(UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 2006). 

Os frutos desta cultivar são de formato cônico e alongado, geralmente simétricos, 

possuem elevada qualidade na firmeza de polpa e são mais saborosos, quando comparado a 

outras cultivares como San Andreas e Aromas (UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 2006). É 

moderadamente resistente à mancha foliar comum (R. tulasnei) e ao oídio (S. macularis); é 

bastante resistente à murcha de Verticillium (V. dahliae) e moderadamente resistente à podridão 

de coroa de antracnose (C. acutatum) (UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 2006).  

 

2.4 FISIOLOGIA E MANEJO PÓS-COLHEITA 
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O morango é um fruto altamente perecível, sendo assim, para manter sua qualidade após 

a colheita deve ser submetido a um manejo rápido e cuidadoso. Dentre os processos fisiológicos 

envolvidos nesta alta perecibilidade estão a respiração e a transpiração. Ainda, alguns cuidados, 

como o ponto de colheita correto e o armazenamento refrigerado, são imprescindíveis para a 

manutenção da qualidade do fruto. Outro fator importante é a ausência de danos mecânicos, 

que deixam o fruto predisposto a colonização de microrganismos e consequentemente, ocasiona 

perdas nutritivas, qualitativas e econômicas (CANTILLANO; SILVA, 2010).   

A alta taxa respiratória causa senescência, perda de firmeza e de massa de produtos 

frescos (FONSECA; OLIVEIRA; BRECHT, 2002; JALALI et al., 2020; TANO; KAMENAN; 

ARUL, 2005), pois neste processo ocorre o consumo de energia a partir da oxidação de ácidos 

orgânicos e carboidratos (CANTILLANO; SILVA, 2010). Os morangos possuem uma taxa 

respiratória de aproximadamente 15 mg O2 kg-1 h-1, quando em uma temperatura de 0 ºC 

(CANTILLANO; SILVA, 2010). Desta forma, a alta taxa respiratória, que apresentam os 

morangos, resulta em uma vida pós-colheita mais curta. 

Outro processo fisiológico que interfere na pós-colheita dos morangos é a transpiração, 

sendo caracterizada pela perda de água na forma de vapor (CANTILLANO; SILVA, 2010), o 

que acarreta à deterioração comercial e fisiológica como a perda de massa, murcha, redução da 

rigidez, turgidez e suculência dos frutos (RODOV et al., 2010). Segundo Cantillano e Silva 

(2010), o morango possui grande superfície exposta para transpiração em relação ao seu peso. 

Além disso, sua epiderme é muito fina e sem proteção, o que facilita a perda de água, e, 

consequentemente, limita o tempo de prateleira do fruto. 

A colheita do morango é um dos processos mais delicados e importantes, pois são frutos 

extremamente delicados e pouco resistentes, desempenhando um papel direto na durabilidade 

pós-colheita e na sua aceitação pelo consumidor. É indicado que a colheita seja feita nas horas 

mais frescas do dia e que no momento da colheita seja feita uma pré-seleção dos frutos, 

eliminando frutos com deformidades e com podridões ou injúrias. De modo geral, os frutos 

devem ter no mínimo 70 a 75% de cor vermelha brilhante, porém o ponto de colheita pode 

variar em função do tempo e distância de transporte, temperatura ambiente, cultivar e finalidade 

do produto (CANTILLANO; SILVA, 2010), sendo que deve ser levado em consideração alguns 

atributos como a cor, textura e sabor.  

Ainda, é recomendado que os frutos sejam submetidos ao resfriamento rápido após a 

colheita, pois mantem a qualidade e frescor dos mesmos com a consequente diminuição da 
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desidratação e deterioração, durante o período de armazenamento e transporte 

(CANTILLANO; SILVA, 2010; NEVES, 2018). 

O armazenamento correto dos morangos é um fator determinante para o prolongamento 

da vida pós-colheita, quando se trata do consumo do fruto in natura. O uso de embalagens PET 

(polietileno tereftalato) cobertas com filme de PVC (policloreto de vinila) é o mais utilizado 

(CANTILLANO; SILVA, 2010), pois preserva melhor a coloração característica do fruto, 

reduz as taxas de respiração e de perda de massa (YAMASHITA et al., 2006; SENA et al., 

2019;) e consequentemente aumenta o tempo de comercialização dos frutos. As condições 

ideais de armazenamento refrigerado dos morangos são temperatura em torno de 0 a 2ºC e 

umidade relativa de 90 a 95%, podendo os frutos serem armazenados por até doze dias nestas 

condições (CANTILLANO; SILVA, 2010; ANDRADE JÚNIOR et al., 2016). Adicionalmente 

ao armazenamento refrigerado, pode ser feito o uso da atmosfera modificada com pressões 

parciais elevadas de CO2 e reduzidas de O2, que variam de acordo com o estádio de maturação 

do fruto, a temperatura de armazenamento e o tipo de embalagem utilizada (CANTILLANO; 

SILVA, 2010; BARRIOS; LEMA; LAREO, 2014; ANAMI et al., 2020).  

 

2.5 MOFO-CINZENTO 

 

O mofo-cinzento, ocasionado pelo fungo B. cinerea, é a doença mais significativa que 

ocorre em morangos (PETRASCH et al., 2019). Sua ocorrência pode ser no campo, porém é 

mais comum desenvolver os sintomas da infecção na pós-colheita.  

O B. cinerea é pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, 

classe Leotiomycetes, ordem Helotiales, família Sclerotiniaceae e gênero Botryotinia. Diversas 

espécies são afetadas em regiões temperadas e subtropicais e este patógeno pode causar o 

apodrecimento de todas as partes aéreas das plantas e o apodrecimento de vegetais, frutas e 

flores após a colheita (WILLIAMSON et al., 2007). 

O B. cinerea é um fungo necrófito e em infecções primárias infecta órgãos florais 

durante ou logo após a floração, permitindo que as hifas cresçam no receptáculo 

(WILLIAMSON et al., 2007) (Figura 1). Em condições de alta umidade e temperatura entre 18 

e 23°C, infecta a inflorescência, se espalhando para o pedicelo e apodrecendo os botões florais 

(AGRIOS, 2005). Ainda, o patógeno provoca podridão de coloração cinza no tecido do fruto, 

com aspecto de mofo. Após o fruto ser infectado, os sintomas avançam rapidamente, 

inviabilizando-os para o comércio e consumo (UENO; COSTA, 2016). 
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Figura 1 – Ciclo biológico de Botrytis cinerea em cultivo de morango vivo. Fontes de inóculo 

de B. cinerea incluem folhas e esclerócios infectados. São descritas infecções 

primárias de flores e infecções secundárias de frutas. 

 
Fonte: PETRASCH et al. (2019). 

 

É uma doença de difícil controle, onde o mais frequente método de controle é o uso de 

fungicidas na pré-colheita. No entanto, algumas medidas podem ser tomadas para minimizar as 

perdas, como a prevenção de crescimento vegetativo excessivo das plantas, por meio da 

densidade de plantas, aplicações de nitrogênio controladas, remoção de frutas infectadas e de 

restos culturais do campo, bem como a colheita dos frutos antes que estejam completamente 

maduros para evitar danos ou lesões (MAAS, 2004; UENO; COSTA, 2016). Além disso, o 

armazenamento refrigerado imediato da fruta colhida reduz a incidência desta podridão 

(CANTILLANO; SILVA, 2010; PETRASCH et al., 2019). 
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2.6 ÓLEOS ESSENCIAIS COMO AGENTE DE CONTROLE DE PATÓGENOS 

 

Os produtos naturais são utilizados desde o século XIX para o controle de pragas e 

doenças agrícolas (MORAES, 2009). Os primeiros produtos utilizados foram a base de 

Chrysanthemum cinerariaefolium L., C. roseum L., C. coccineum L., fontes de piretrina, Derris 

spp., fontes de rotenona, e Nicotiana spp., fonte de nicotina, que eram empregados 

principalmente, como inseticidas e fungicidas. Porém, a partir do século XX, começou-se a 

utilização de produtos cada vez mais tóxicos, e naquela época não havia o fomento do uso de 

produtos menos tóxicos, não tendo a preocupação com a saúde humana e a contaminação do 

meio ambiente. Tendo em vista que, após a revolução verde era necessário aumentar a 

produção, a procura por produtos sintéticos para o controle fitossanitário aumentou cada vez 

mais, pois aparentemente esta seria a solução (MORAES, 2009). 

Os óleos essenciais são misturas complexas de compostos aromáticos sintetizados pelas 

plantas via metabolismo secundário, e podem ser extraídos de diferentes partes vegetais, 

podendo a composição do óleo variar com a parte da planta de onde é extraído (HEREDIA, 

2018). Flores, folhas, cascas, rizomas e frutos são matérias-primas para a extração de óleos 

essenciais (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Os compostos voláteis presentes nos óleos 

essenciais, que são principalmente substâncias terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos e di-

terpenos), alcaloides e substâncias fenólicas, constituem uma mistura de compostos químicos 

que proporcionam aos óleos suas características específicas (FIGUEIREDO et al., 2008). Além 

disso, os óleos essenciais são fonte de metabólitos secundários que estão diretamente 

relacionados com mecanismos de defesa das plantas (SINGH; DWIVEDI, 2018). 

Moraes (2009) afirma que o controle de doenças de plantas, fundamentado na utilização 

de óleos essenciais, tem grande aplicação prática. O autor cita também que tais substâncias 

naturais, são, muitas vezes, de fácil obtenção e baixo custo, sem resíduo tóxico e são uma 

alternativa para o controle de doenças de plantas, pois, na maioria, são sistêmicos, de fácil 

degradação e pouco ou não fitotóxicos. 

Diversas pesquisas vêm sendo realizadas com a aplicação de óleos essenciais em frutos, 

inclusive com morangos. Estudos de Asghari et al. (2009), em morangos, demonstraram que o 

uso do óleo essencial de cominho (Cuminum cyminum L.) é uma forma natural e segura para a 

prevenção de infecção pós-colheita de fungos, e até mesmo aumenta a vida de prateleira, porém, 

indicam que mais estudos in vivo são necessários. Campos et al. (2016) revelaram que a 
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aplicação pós-colheita de óleo essencial de sálvia-comum (Salvia officinalis L.) e tomilho (T. 

vulgaris), em morangos, reduziu a incidência de podridões causadas por B. cinerea e Rhizophus 

sp, e ainda tem potencial para aumentar a vida de prateleira dos frutos. Ainda, Aguilar-

González, Palou e López-Malo (2015) constataram o efeito antifúngico dos vapores dos óleos 

essenciais de cravo (S. aromaticum) e/ou mostarda (B. nigra), sobre o desenvolvimento de B. 

cinerea em morangos, em testes in vitro e in vivo, atribuindo tal efeito aos principais compostos 

dos óleos testados: eugenol e isotiocianato de alila. 

A aplicação do óleo essencial de tomilho mostrou-se eficiente na dose de 500 µL L-1, 

quando aplicados in vivo por pulverização, revelando um efeito fungicida para pêssegos 

infectados por podridão-parda (Monilinia laxa, M. fructigena e M. fructicola), durante a pós-

colheita (ELSHAFIE et al., 2015). Os mesmos autores indicam ainda a possibilidade da 

aplicação deste óleo essencial combinado a outras tecnologias pós-colheita como agentes de 

biocontrole. Vilaplana, Pazmiño e Valencia-Chamorro (2018) mostraram que a dose de 500 μL 

L-1 de óleo de tomilho pode ser utilizada como alternativa ao tratamento com imazalil em 

bananas orgânicas, sendo proposto então para proteger os frutos no controle da antracnose 

causada por C. musae. Os autores ainda constataram que a utilização do óleo essencial atrasou 

o amadurecimento das frutas, e também observaram que as bananas orgânicas tratadas com 500 

μL L-1 de óleo de tomilho poderiam ser armazenadas com boa qualidade sensorial até 21 dias a 

13 °C mais 12 dias a 20 °C. 

Em experimentos feitos por Rguez et al. (2018), o óleo essencial de Cupressus 

sempervirens L. pode ser uma alternativa ao uso de fungicidas em tomate, contra podridões que 

ocorrem durante o armazenamento e transporte. Os autores verificaram que o uso deste óleo 

essencial, ou a combinação de seus compostos majoritários (α-pineno e β-cariofileno), causa 

danos e alterações morfológicas aos conídios de B. cinerea, o que demonstra um efeito 

fungitóxico do óleo no patógeno. 

El Ouadi e colaboradores (2017) demonstraram em seu trabalho que o óleo essencial de 

Melissa officinalis é um agente antifúngico eficaz contra B. cinerea, Penicillium expansum 

Link, (1809) e R. stolonifer, patógenos pós-colheita, sendo considerado uma alternativa aos 

fungicidas sintéticos para a proteção de maçãs, pois é biodegradável e não persiste no ambiente. 

Segundo Heredia et al. (2018), devido a hidrofobicidade dos óleos essenciais e seus 

componentes, os mesmos são capazes de interagir com as membranas celulares, afetando a 

ordem lipídica e a estabilidade da bicamada, diminuindo a integridade da membrana e 

aumentando o fluxo passivo de prótons através da membrana. Como consequência, as 
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membranas se tornam mais permeáveis e pode haver vazamento de diferentes moléculas e íons 

que, eventualmente, resultarão em morte celular. Segundo os autores, os óleos essenciais podem 

provocar dois tipos de toxicidade: citotoxicidade e fotoxicidade. A primeira seria quando um 

óleo essencial danifica as membranas celulares e organelares, onde os óleos essenciais podem 

atuar como prooxidantes em diferentes moléculas, como proteínas e ácidos nucléicos, com 

posterior produção de espécies reativas de oxigênio. Na segunda, esses óleos podem passar 

através das membranas celulares sem resultar em nenhum tipo de dano aos organismos até que 

sejam expostos à ativação pela luz; ocorrendo reações radicais pela excitadas de moléculas, e 

como consequência, a célula pode sofrer danos em diferentes moléculas, incluindo DNA, 

lipídios e proteínas. 

 

2.7 ÓLEO ESSENCIAL DE MELALEUCA 

 

A Melaleuca alternifolia L. (1767) pertencente à família Myrtaceae é uma árvore 

originária da Austrália, que pode crescer até 8 metros de altura e floresce em condições 

pantanosas e adjacente a cursos de água no leste do país de origem (RUSSELL; SOUTHWELL, 

2002). Comumente conhecida como “árvore do chá australiana”, o óleo essencial de melaleuca 

(OEM), extraído das folhas, é rico em terpinen-4-ol, dando ao óleo propriedades antifúngicas e 

antibacterianas (RUSSELL; SOUTHWELL, 2002). Carson e Riley (1995) afirmam que o OEM 

é uma mistura complexa de hidrocarbonetos e terpenos que consiste em aproximadamente 100 

componentes, e a concentração destes pode variar de amostra para amostra, dependendo da 

época de coleta do material, o local, o solo, dentre outros fatores.  

Diversos trabalhos demonstram o efeito antifúngico, antibactericida e o efeito anti-

inflamatório deste óleo essencial, em humanos e animais (CALDEFIE‐CHÉZET, et al., 2006; 

COX, et al., 2000; FLORES et al., 2013; NOUMI et al., 2011; SALVATORI et al., 2017). No 

entanto, ainda há poucos estudos sobre a ação do OEM em patógenos de plantas. Terzi et al. 

(2007) avaliaram o efeito do OEM em três patógenos de plantas, in vitro, Fusarium 

graminearum (Schwein.) Petch, (1936), F. culmorum (Wm.G.Sm.) Sacc. (1892) e 

Pyrenophora graminea S. Ito & Kurib. (1931), e confirmaram que exerce atividade antifúngica. 

Ainda, Angelini, Pagiotti e Granetti (2008) testaram a capacidade in vitro do OEM em controlar 

Trichoderma harzianum Rifai, (1969), e constataram que o mesmo pode ser uma alternativa 

aos produtos químicos sintéticos, usados atualmente para prevenir e controlar o patógeno no 

cultivo de cogumelos. Riccioni e Orzali (2011) testaram o OEM quanto à sua atividade 

https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Wm.G.Sm.&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Sacc.
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antifúngica, in vitro, para investigar a possibilidade de seu uso no tratamento de sementes, e 

atestaram que este possui eficácia em diferentes tipos de patógenos vegetais [F. culmorum, 

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara, (1889), Ascochyta 

rabiei (Pass.) Labr., (1931), Alternaria dauci (J.G. Kühn) J.W. Groves & Skolko, (1944), A. 

radicina Meier, Drechsler & E.D. Eddy, (1922) e Drechslera avenae (M.A. 

Curtis ex Cooke) Shoemaker, (1959)], sendo de baixo custo e fácil disponibilidade. 

A aplicação pós-colheita do OEM em frutas também vem sendo investigado. Shao et al. 

(2013) testaram a aplicação do vapor do OEM em frutos de morango e concluíram que houve 

redução do mofo cinzento e da podridão mole infectados artificialmente. Wei et al. (2018) 

constataram que a aplicação do vapor do OEM reduziu a incidência de podridões causadas por 

B. cinerea em morangos. Kong et al. (2020) obtiveram resultados onde há uma evidência de 

que o OEM foi eficaz no controle de Aspergillus ochraceus Wilhelm, (1877) em uvas de mesa 

após a colheita. Tendo em vista os trabalhos citados, é evidente que o OEM tem potencial para 

aplicação em pós-colheita de frutas. 

 

 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Pass.
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Francis_Jean_Labrousse&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Moses_Ashley_Curtis
https://en.wikipedia.org/wiki/Moses_Ashley_Curtis
https://en.wikipedia.org/wiki/Mordecai_Cubitt_Cooke
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Robert_Alan_Shoemaker&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/K.Wilh.
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3 OBJETIVOS 

 

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito do OEM sobre podridão pós-

colheita causada por Botrytis cinerea em morangos cultivares San Andreas e Albion e 

sobre a qualidade sensorial de morangos cultivares San Andreas e Albion. 

  



31 

 

4 MATERIAL E METÓDOS 

 

4.1 AMOSTRAGEM E APLICAÇÃO DOS TRATAMENTOS 

 

O experimento foi realizado com morangos ‘San Andreas’ e ‘Albion’, oriundos de área 

de produção comercial orgânica localizada no município de Lages, SC (27°46' W; 50°12' S; 

930 m de altitude). Os frutos da cultivar San Andreas, da safra 2019, foram colhidos em 02 de 

maio de 2019; os frutos da cultivar Albion, da safra 2020, foram colhidos em 28 de fevereiro 

de 2020. Os frutos foram colhidos na maturidade comercial para consumo, com 75% de cor 

vermelho brilhante na superfície da fruta, e após a colheita, transportados ao Laboratório de 

Fisiologia e Tecnologia Pós-colheita do CAV/UDESC. Por conseguinte, os frutos foram 

padronizados por tamanho, cor, maturação e ausência de danos e infecções visualmente 

aparentes e separados por unidade amostral para aplicação dos tratamentos. 

Para a cultivar ‘San Andreas’, 240 frutos foram sanitizados com uma solução de 

hipoclorito de sódio 150 µL L-1 por 5 minutos, enxaguados com água destilada e estéril e 

deixados secar em temperatura ambiente por 2 horas (BORGES et al., 2013). Posteriormente, 

cada fruto foi inoculado com uma alíquota de 5 µL de uma suspensão de esporos (105 esporos 

mL-1) de B. cinerea em um dos lados do fruto, em lesões com profundidade de 3 mm, 

previamente realizadas com uma ponteira de diâmetro de 2 mm (SHAO et al., 2013). 

Para a cultivar Albion, o método de sanitização e de inoculação foi modificado, tendo 

em vista que para a cultivar San Andreas, mesmo após a sanitização, os frutos apresentaram 

podridões na região dos frutos não inoculada, presumindo-se que a sanitização não foi efetiva. 

Sendo assim, 300 frutos foram sanitizados com álcool etílico 70% por 5 minutos e deixados 

secar em temperatura ambiente por 1 hora. Após a secagem, foi borrifada uma suspensão de 

esporos (105 esporos mL-1) de B. cinerea em apenas um dos lados dos frutos, para a inoculação 

dos mesmos. Foram realizados testes prévios com diferentes agentes sanitizantes para a 

sanitização dos frutos, sendo o melhor resultado obtido com o procedimento descrito acima, 

Os tratamentos da cultivar San Andreas foram compostos de quatro concentrações: 0, 

100, 300 e 600 µL L-1 do OEM, constituídos de 4 repetições cada, sendo que cada unidade 

amostral continha 15 frutos inoculados com B. cinerea para avaliação de incidência e 

severidade, e 20 frutos não inoculados para avaliações de qualidade. Para a cultivar Albion, os 

frutos inoculados foram compostos de três concentrações: 0, 50 e 250 µL L-1 do OEM, 

constituídos de 5 repetições cada, sendo que cada unidade amostral continha 15 frutos 

inoculados com B. cinerea para avaliação de incidência e severidade; os frutos não inoculados 
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foram tratados com três concentrações: 0 , 50 e 200 µL L-1 do OEM, constituídos de 5 repetições 

cada, sendo que cada unidade amostral foi composta de 20 frutos para avaliações de qualidade. 

Em ambos os experimentos foi utilizado OEM adquirido da empresa Ferquima Industria e 

Comércio de Óleos Essenciais. 

Os tratamentos para ambas cultivares foram aplicados por fumigação, de forma que os 

frutos foram alocados em tambores de 30 L com fechamento hermético (ANEXO A). Elaborou-

se um sistema fechado onde o óleo essencial era volatilizado com o auxílio de um nebulizador 

(G-TECH, modelo NEBBCOM V, Brasil), durante 12 horas. 

Na colheita os frutos foram analisados quanto a força para penetração do fruto, sólidos 

solúveis, acidez titulável, cor da epiderme, em termos de ângulo hue (hº), lightness (L*) e croma 

(C), e taxa respiratória.  

Após aplicado os tratamentos, os frutos ficaram em condições ambiente (23±3ºC e U.R. 

de 80±2%) por 2 dias para a cultivar San Andreas e 3 dias para a cultivar Albion, onde os 

inoculados foram avaliados quanto a incidência e severidade de podridão (a cada 12 horas para 

a cultivar San Andreas, e a cada 24 horas para a cultivar Albion) e os não inoculados avaliados 

quanto aos seguintes atributos: incidência e severidade de podridão, força para penetração do 

fruto, sólidos solúveis, acidez titulável, cor da epiderme (hº, L* e C), taxas respiratória e de 

produção de etileno, teor de compostos fenólicos totais, atividade da enzima peroxidase e perfil 

de compostos voláteis.  

 

4.2 ANÁLISES DE QUALIDADE 

  

Os valores de acidez titulável (AT; % de ácido cítrico) foram obtidos através de uma 

amostra de 5 mL de suco, obtido pelo processamento dos frutos em uma centrífuga. Essa 

amostra foi diluída em 45 mL de água destilada e titulada com solução de NaOH 0,1 N até pH 

8,1, utilizando titulador automático (SCHOTT Instruments, modelo TitroLine Easy, 

Alemanha). 

 Os teores de sólidos solúveis (SS; ºBrix) foram determinados em um refratômetro 

digital (Atago®, modelo PR201α, Japão), utilizando uma alíquota do suco obtido pelo 

processamento dos frutos. 

A cor da epiderme foi avaliada em termos de valores de luminosidade (L*, “lightness”), 

croma (C) e ângulo ‘hue’ (hº), com o auxílio de um colorímetro (Konica Minolta®, modelo CR 

400, Japão). As leituras foram realizadas em dois pontos opostos da região mediana dos frutos.  
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A força para penetração da polpa (N) foi determinada com um texturômetro eletrônico 

(Stable Micro Systems Ltd,, modelo TAXT-plus®, Reino Unido), utilizando uma ponteira com 

2 mm de diâmetro, a qual foi introduzida no fruto a uma profundidade de 5 mm, com 

velocidades pré-teste, teste e pós-teste de 30, 3 e 30 mm s-1, respectivamente.  

As taxas respiratórias (ηmol de CO2 kg-1 s-1) e de produção de etileno (ηmol C2H4 kg-1 

s-1) foram quantificadas por analisador de gases e cromatografia gasosa, respectivamente. 

Frutos de cada repetição foram acondicionados em recipientes de 1,05 L, com fechamento 

hermético. As taxas respiratória e de produção de etileno foram obtidas pela diferença da 

concentração de CO2 e C2H4, respectivamente, no interior do recipiente, imediatamente após o 

seu fechamento e depois de meia hora. Para análise de CO2 no interior dos recipientes, foi 

utilizado um analisador de gases O2 e CO2
 (Schele eletronic®, Alemanha). Para a análise de 

etileno uma seringa plástica de 1,0 mL, foram coletadas três amostras da atmosfera do espaço 

livre destes recipientes, as quais foram injetadas em um cromatógrafo a gás (PerkinElmer®, 

modelo Clarus 580, EUA), equipado com uma coluna Porapak N® de 3 m de comprimento (80-

100 mesh) e detector (FID) de ionização de chama. As temperaturas da coluna, do detector e 

do injetor foram de 90; 240; e 120ºC, respectivamente. Os fluxos de nitrogênio, hidrogênio e ar 

sintético foram de 70; 45 e 450 mL min-1, respectivamente.  

 

4.3 INCIDÊNCIA E SEVERIDADE DE PODRIDÃO 

 

A incidência de podridão foi determinada pelo número de frutos com presença de 

sintoma de podridão causada pelo fungo em relação ao total de frutos analisados.  

Para a área abaixo da curva de progresso da doença de incidência (AACPDi), foi 

utilizada a seguinte fórmula (SHANER; FINNEY, 1977):  

 

AACPDi = Σ [(I + I+1)/2].[(Ti+1-Ti)] 

 

Onde, AACPDi = área abaixo da curva de progresso da doença, incidência; I = 

incidência da doença, índice da podridão iésima observação; I+1 = incidência da doença, índice 

da podridão na avaliação I + 1; Ti = tempo em horas da iésima observação; Ti+1 = horas da 

avaliação i + 1. 

 

I = (Ni / Nt)*100  
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Onde, I = incidência em %; Ni = número de frutos/inoculações com lesões dos 

patógenos, dependendo do lote de frutos; Nt = número total de frutos/inoculações. 

 

A severidade foi avaliada por índice, segundo uma escala de notas, onde: 1= até 25% 

do fruto com podridão; 2 = de 26–50%; 3 = de 51–75%; 4 = mais de 75% do fruto com podridão. 

O índice foi avaliado nos frutos inoculados com B. cinerea, a 0, 12, 24 e 36 h após a aplicação 

dos tratamentos. 

Os dados obtidos foram utilizados para o cálculo da área abaixo da curva de progresso 

da doença (AACPD). 

A AACPDs foi determinada com a fórmula:  

 

AACPDs = Σ [(Si + Si+1)/2].[(Ti+1-Ti)] 

 

Onde, AACPDs = área abaixo da curva de progresso da doença, severidade; Si = 

severidade da doença, índice da podridão iésima observação; Si+1 = severidade da doença, 

índice da podridão na avaliação i + 1; Ti = tempo em horas da iésima observação; Ti+1 = horas 

da avaliação i + 1. A Si foi calculada com a soma dos índices, dividida pelo total de frutos. 

 

4.4 COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS (CFT)  

 

4.4.1 Preparação das amostras  

 

Os CFT foram analisados nos frutos. Para a obtenção da amostra, os frutos de cada 

repetição foram cortados de forma longitudinal, em quatro partes, onde uma porção foi separada 

para compor a amostra destas análises. As amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e 

processadas com um triturador vertical (Britânia, modelo Liq Fit Inox, Brasil), e maceradas em 

almofariz com nitrogênio líquido. 

 

4.4.2 Obtenção dos extratos para quantificação de CFT e AAT  

 

Para a obtenção dos extratos foi utilizado 5 g da amostra e homogeneizado com 10 mL 

de etanol acidificado (0,01% de HCl) em ultraturrax (Heidolph, modelo SilentCruscher M, 

Alemanha). Foi colocado o homogenato em repouso por 60 min à temperatura ambiente e em 
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seguida centrifugado (4 °C) em centrífuga (Hitachi, modelo CR22N, Japão), por 10 min a 

10.000 rpm. Foi filtrado o sobrenadante em balão volumétrico de 10 mL. Os extratos foram 

reservados para análise de CFT.  

 

4.4.3 Determinação do conteúdo de CFT  

 

A determinação do teor CFT foi realizada empregando o reagente de Folin-Ciocalteau 

(Sigma-Aldrich, EUA), conforme descrita por Roesler et al. (2007). Inicialmente foi preparada 

a solução de ácido gálico, utilizando 10 mg de ácido gálico (BIOTEC, Brasil) em 100 mL de 

metanol P.A (Anidrol Produtos para Laboratórios Ltda, Brasil). Em seguida foi preparada a 

solução de carbonato de sódio (Cinética Produtos Químicos, Brasil), para a qual foi usada 10 g 

do reagente e feita a diluição em água destilada em balão de 100 mL. A solução Folin-

Ciocalteau foi diluída na proporção de 1:3 (Folin-Ciocalteau:água destilada). Para a obtenção 

da curva padrão do ácido gálico foi pipetado em tubos de ensaio diferentes alíquotas de metanol 

e da solução de ácido gálico na concentração de 0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 µL L-1. Para análise 

foram adicionados em cada tubo, na ordem, 2,5 mL de Folin-Ciocalteau, 0,5 mL de amostra 

(diluída na proporção de 1:15; amostra:água destilada) e 2,0 mL da solução de carbonato de 

sódio (Cinética Produtos Químicos, Brasil) 10%. Para o branco, foram utilizados os mesmos 

reagentes citados anteriormente e 0,5 mL de metanol, substituindo a amostra. Os tubos foram 

agitados em vortex (Gehaka, modelo AV-2, Brasil) e em seguida incubados por uma hora ao 

abrigo da luz. As amostras foram centrifugadas e a leitura realizada em leitora de microplacas 

(PerkinElmer, modelo EnSpire, EUA), no comprimento de onda de 765 nm. Os resultados 

foram expressos em mg de equivalentes de ácido gálico por 100 g da amostra (mg EAG 100 g-

1).  

 

4.5 ATIVIDADE DA ENZIMA PEROXIDASE (POD) 

 

Todas as etapas necessárias ao processo de determinação da atividade enzimática foram 

executadas a 4 °C. 

A atividade da enzima POD foi determinada conforme método descrito por 

Hammerschmidt, Nuckles e Kuć (1982), com modificações. Desta forma, em 0,5 g da amostra 

fresca (já macerado em nitrogênio líquido) foram adicionados 5 mL de tampão fosfato de 

potássio 0,100 M (pH 7,0) (Vetec, Brasil) contendo 1 mM de polivinilpirrolidona insolúvel 
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(PVPP) (Vetec, Brasil) e 1 mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Synth, Brasil) 

para cada 100 mL de tampão, homogeneizado em ultraturrax (Heidolph, modelo SilentCruscher 

M, Alemanha) por 1 minuto e adicionado 0,1% de triton (v/v) (Vetec, Brasil). O extrato foi 

mantido em repouso por 15 minutos a 8 ºC e após centrifugado a 12.000 rpm por 10 min a 4 °C 

em centrífuga (Hitachi, modelo CR22N, Japão). 1 mL do sobrenadante foi usado para o ensaio 

enzimático. Imediatamente após a adição de 2 mL de uma mistura reacional contendo tampão 

fosfato de potássio (Vetec, Brasil):guaiacol (Vetec, Brasil):H2O2 (Vetec, Brasil) (5 mL:0,0125 

mL:0,0163 mL) foi definida a atividade enzimática como o aumento da absorbância por minuto, 

quantificada a 470 nm em leitura de microplacas (PerkinElmer, modelo EnSpire, EUA), sendo 

o resultado expresso em DO mg-1 de proteínas minuto-1. 

 

4.6 ANÁLISE DE COMPOSTOS VOLÁTEIS 

 

Os compostos voláteis foram analisados nos frutos. Para a obtenção das amostras, os 

frutos de cada repetição foram cortados de forma longitudinal, em quatro partes, onde uma 

porção foi separada para compor a amostra destas análises. As amostras foram processadas com 

um triturador vertical (Philips Walita, modelo RI1364, Brasil) e armazenadas em tubos falcon, 

em freezer.  

Foi tomada uma alíquota de 1 g da amostra, misturada com 1 g de NaCl (Anidrol, Brasil) 

e 5 mL de água destilada e colocada dentro de vials de 20 mL selados com tampa de rosca e 

septo de silicone revestido com PTFE (Agilent Technologies, Alemanha). Para extrair 

compostos voláteis do espaço acima da amostra líquida, no interior do vial (head space), as 

amostras foram submetidas a microextração em fase sólida (HS-SPME), utilizando fibra 

revestida com sorvente de divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) 

(1 cm de comprimento, 50/30 µm de espessura, Supelco, StableFlex™, EUA). Os frascos 

contendo as amostras foram submersos em banho-maria a 35°C durante 5 min. Depois, a fibra 

SPME foi exposta ao espaço de cada amostra por 30 min sob agitação constante e temperatura 

controlada de 35ºC. Após a fibra ficar exposta ao espaço, a mesma foi injetada no cromatógrafo, 

com tempo de dessorção de 5 min.  

O CG foi equipado com uma coluna capilar Perkin Elmer Elite-5MS 30 m x 0,25 mm 

d.i., com espessura de 0,25 μm. O tempo total da corrida foi de 37 min, com uma temperatura 

inicial de 40°C durante 3 min, uma rampa de aquecimento a uma taxa de 2°C min-1 até a 

temperatura máxima de 60°C, após, 10ºC min-1 até a temperatura máxima de 130ºC que foi 

mantida por 8 min e outra rampa de aquecimento a uma taxa de 20ºC min-1 até a temperatura 
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máxima de 280ºC, que foi mantida por 1.5 min. A temperatura do injetor e do detector foi de 

250°C, e utilizou-se o gás hélio como gás de arraste a uma vazão de 1,5 mL min-1. 

Os compostos voláteis foram quantificados por um cromatógrafo gasoso (PerkinElmer, 

modelo Clarus® 680, EUA), acoplado a espectrômetro de massas (PerkinElmer, modelo 

Clarus® SQ 8 S, EUA). A identificação dos compostos foi baseada na própria biblioteca do 

cromatógrafo, que indicava a probabilidade da similaridade do composto da amostra com os 

dados contidos no software. A semiquantificação dos compostos foi realizada com 2 μL de um 

padrão de n-alkanos C7-C40 (Sigma-Aldrich, EUA) lida nas mesmas configurações da corrida 

das amostras, e a área de cada composto foi calculada a partir da área n-alcano mais próximo 

(RUIZ-HERNANDEZ et al., 2018). 

 

4.7 AVALIAÇÃO FUNGITÓXICA in vitro DO ÓLEO ESSENCIAL 

 

Foi avaliado o efeito do OEM sobre o crescimento do micélio de B. cinerea in vitro. O 

isolado utilizado foi o 223, da Micoteca do Laboratório de Fitopatologia. O óleo foi pipetado 

em adesivo de papel fixado na tampa de uma placa de Petri de vidro (90x90mm), de acordo 

com os volumes que foram testados (10, 50, 100, 500, 1.000 e 2.000 µL L-1) e então a mesma 

foi vedada com filme PVC. Em cada placa de Petri foi inserido sobre o meio de cultura BDA 

(batata-dextrose-água) um disco de 7 mm de diâmetro com o fungo B. cinerea proveniente de 

colônias com 10 dias de crescimento. Um tratamento controle foi utilizado inserindo um disco 

com o fungo em meio BDA. As placas de Petri foram acondicionadas em uma câmara de 

crescimento com condições controladas de temperatura e fotoperíodo, sendo estas 23±2ºC e 

fotoperíodo de 12 horas. Foram utilizadas 10 placas para cada tratamento, cada placa de Petri 

representou uma repetição, seguindo um delineamento experimental inteiramente casualizado. 

Foi avaliado diariamente o diâmetro de colônia (mm) com o auxílio de uma régua milimetrada. 

O ensaio in vitro foi feito em triplicata. 

O percentual de controle da lesão (PC) foi calculado com base no diâmetro médio das 

colônias, obtido pelo uso da seguinte fórmula:  

 

PC (%) = [(Sc – Soe)/Sc]*100 

Onde, Sc = severidade do tratamento controle; Soe = severidade dos tratamentos com 

diferentes doses de OEM. 
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Para a contagem e viabilidade de esporos, nos tratamentos onde houve crescimento 

micelial, as placas foram “raspadas” com a alça de Drigalski, fechadas com filme PVC e 

colocadas em uma sala de crescimento com temperara controlada de 23ºC e sem luz. Após sete 

dias, foi adicionado uma solução de 20 mL de água destilada com Tween® 80% (Sigma-Aldrich, 

Alemanha) em cada placa, e posteriormente feita a raspagem. Uma alíquota de 200 µL foi 

utilizada para a contagem de esporos na câmara de Neubauer (NewOptics, Brasil), com o 

auxílio de um microscópio (Carl Zeiss, Alemanha). Para a viabilidade, uma alíquota de 100 µL 

foi colocada em uma lâmina, e esta colocada em uma caixa gerbox, com papel para germinação 

(Germitest®, Portugal) umedecido com água destilada. As caixas gerbox foram colocadas em 

uma sala de crescimento com temperatura de 23±2ºC e sem luz e, após 24 e 48 h, foi realizada 

a contagem de esporos germinados (foi considerado germinado quando o tubo germinativo era 

maior que o esporo) com o auxílio de um microscópio . 

 

4.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados de 

AACPDs, AACPDi e PC da cultivar San Andreas foram submetidos à análise de regressão. Os 

dados de qualidade da cultivar San Andreas e de produção e viabilidade de esporos in vitro à 

análise de contrastes ortogonais polinomiais pelo programa estatístico SAS (Institute, Inc., 

Cary, NC). Os dados de AACPDs, AACPDi e PC e os dados de qualidade da cultivar Albion 

foram submetidos à análise da variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey 

(p<0,05) pelo programa estatístico SAS. Os dados de PC e de viabilidade de esporos (in vitro) 

foram transformados pela equação arco-seno [(x+0,5)/100]1/2 antes de serem submetidos às suas 

respectivas análises estatísticas. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A aplicação via fumigação do OEM reduziu a área abaixo da curva de progresso da 

doença para a incidência (AACPDi) de B. cinerea em morangos ‘San Andreas’, sendo menor 

com o incremento na concentração de OEM (Figura 2 A). Na menor dose do OEM (100 μL L-

1) pode-se observar uma redução de 64% na incidência do patógeno nos frutos, e, ainda, a maior 

dose (600 μL L-1) reduziu em 95% a incidência. Para área abaixo da curva de progresso da 

doença para a severidade (AACPDs) nos morangos ‘San Andreas’, a aplicação do OEM obteve 

comportamento semelhante a AACPDi de B. cinerea. Na dose de 100 μL L-1 houve um 

decréscimo de 23% na severidade e nas doses de 300 e 600 μL L-1, 41% e 45%, respectivamente, 

comparados ao controle (Figura 2 B). Na cultivar Albion a aplicação de OEM também reduziu 

a AACPDi e a AACPDs de B. cinerea em morangos ‘Albion’, mas sem diferença entre as 

concentrações de 50 e 250 μL L-1 (Tabela 1). Alguns autores também constataram que a 

aplicação de OEM reduz a incidência e a severidade de diversas doenças. Shao et al. (2013) 

aplicaram 0,9 g L-1 de OEM em morangos e verificaram uma redução de 55% na incidência e 

5 mm no diâmetro da lesão causada por B. cinerea. Wei et al. (2018) constataram uma redução 

de 43% na incidência e 7 mm na severidade de B. cinerea, ao aplicarem 0.9 g L-1 de OEM em 

morangos. Li et al. (2017) demonstraram que a incidência de B. cinerea em cerejas reduziu 

50% e a severidade reduziu 12 mm de diâmetro de lesão, com a aplicação de 10 µ L-1 de OEM. 

Shao et al. (2013) obtiveram redução de 80% na incidência e 7,5 mm no diâmetro da lesão 

causada por R. stolonifer em morangos. Kong et al. (2020) atestaram que a aplicação 2 mL L-1 

de OEM em uvas reduziu em 1,9 mm o diâmetro da lesão causada por Aspergillus ochraceus. 

Li et al. (2017) detectaram uma redução na incidência de P. expansum em cerejas de 18% e da 

severidade em 7 mm de diâmetro de lesão, com a aplicação de 10 µ L-1 de OEM. Rocha Neto 

et al. (2019), por sua vez, observaram que a aplicação de 0,25 g L-1 de OEM em maçãs ‘Fuji’ 

não reduziu a severidade de P. expansum. Sendo assim, fica evidente que o OEM tem efeito 

fungicida contra alguns patógenos, com resultados relacionados com a composição do óleo 

essencial utilizado. No caso do OEM, o composto majoritário é o terpinen-4-ol e tem efeito 

antifúngico, anti-inflamatório e antiviral (YADAV et al., 2016). Sua propriedade antifúngica 

está relacionada com modificações na permeabilidade da membrana dos fungos, podendo ser 

este efeito irreversível (YADAV et al., 2016). Li et al. (2017) ao compararem o efeito do OEM 

em dois patógenos diferentes, constataram que o P. expansum é menos sensível ao OEM do 

que o B. cinerea e relacionam esta diferença na atividade antifúngica aos diferentes efeitos 



40 

 

exercidos pelo OEM sobre o teor de lipídios totais e ergosterol nesses organismos, bem como 

aos diferentes níveis de inibição observados no metabolismo respiratório. 

 

 

Figura 2 – Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD), para incidência e 

severidade de Botrytis cinerea, em morangos ‘San Andreas’ submetidos as doses de 0, 100, 

300 e 600 μL L-1 de óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), e mantidos por 36 h 

em condições ambiente (23±2 ºC/UR de 60±5%). 

   

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 

 

 

Tabela 1 – Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD), para incidência e 

severidade, de Botrytis cinerea, em morangos ‘Albion’ submetidos as doses de 0, 50 e 250 μL 

L-1 de óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), e mantidos por 36 h em condições 

ambiente (23±2 ºC/UR de 60±5%). 

Tratamentos AACPDi AACPDs 

0 µ L-1 2130 A 22,9 A 

50 µ L-1 1170 B 13,1 B 

250 µ L-1 600 B 8,0 B 

C.V. (%) 28,4 22,5 

Nota: Médias seguidas por letras iguais na coluna, para cada método de tratamento, não diferem pelo teste de 

Tukey (p<0,05). 

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 
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No experimento in vitro as doses de 1.000 e 2.000 μL L-1 apresentaram 100% de controle 

de B. cinerea (Figura 3). No entanto, a dose de 500 μL L-1 também se mostrou eficiente, com 

91% de controle do patógeno e, ainda, a dose de 100 μL L-1 obteve uma PC de 55%. 

Complementando os dados encontrados no experimento in vitro, através do ajuste da equação 

de regressão pode-se estimar a concentração inibitória de 50% (CI50), que seria a dose de 85,5 

μL L-1 de OEM. A aplicação do OEM, no experimento in vitro, mostrou um efeito na inibição 

completa da produção de esporos de B. cinerea nas maiores doses (500, 1.000 e 2.000 μL L-1) 

(Tabela 2).  

Cheng e Shao (2011), observaram que a aplicação de 50 µL L-1 de OEM inibe o 

crescimento micelial de B. cinerea em 50%, sendo que a dose de 80 µL L-1 obteve 100% de 

controle do patógeno, in vitro. Estes resultados são semelhantes aos encontrados no 

experimento in vitro desta pesquisa, no entanto, a dose que inibe 50% do crescimento micelial 

seria de 85,5 µL L-1 e a que inibe 100% seria de 1.000 µL L-1. Estas diferenças na porcentagem 

de inibição com relação a concentração do OEM podem estar relacionadas a agressividade do 

patógeno utilizada pelos autores e ao utilizado nesta pesquisa. Li et al. (2017) apresentaram 

resultados similares aos encontrados nesta pesquisa, onde testaram o OEM em B. cinerea e 

obtiveram 77%, 99% e 100% de controle quando testaram as doses de 1.000 μL L-1, 1.500 μL 

L-1 e 2.000 μL L-1, respectivamente. Estes autores verificaram que a aplicação do OEM reduziu 

o teor de lipídios totais e o ergosterol do fungo e que talvez o efeito seja o aumento da 

permeabilidade da membrana e resultante morte micelial, e, ainda, observaram diferentes níveis 

de inibição no metabolismo respiratório do patógeno. Yu et al. (2015) testaram o efeito do OEM 

e de seus compostos majoritários, in vitro, em B. cinerea, e verificaram que o terpinen-4-ol é o 

inibidor de crescimento micelial mais eficaz contra o fungo, sendo que atua sinergicamente com 

o eucaliptol. O eucaliptol pode penetrar na célula e danificar organelas celulares sem afetar a 

permeabilidade da membrana e, em contraste, o terpinen-4-ol, destrói a integridade da 

membrana e aumenta a permeabilidade, resultando em vazamento de íons e disfunção da 

membrana (Yu et al., 2015). 
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Figura 3 – Porcentagem de controle (%), in vitro, com base no crescimento micelial de 

Botrytis cinerea, isolado em meio BDA, após 5 dias de incubação a 23±2°C e 

12 h de fotoperíodo, com o óleo essencial de melaleuca (Melaleuca 

alternifolia) fumigado nas doses de 0, 10, 50, 100, 500, 1.000 e 2.000 μL L-1. 

 
Nota: CI50: concentração inibitória de 50%. 

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 

 

 

Tabela 2 – Produção (número de esporos mL-1) e viabilidade (%) de esporos de Botrytis 

cinerea, após 24 e 48 horas incubados a 23±2ºC e com ausência de luz em meio de cultura 

BDA com diferentes doses de óleo essencial de melaleuca. 

Tratamentos 
Esporos mL-1 

(104) 

Viabilidade 

24h 48h 

0 µ L-1 5,1 92 99 

10 µ L-1 41,6 0 4 

50 µ L-1 32,8 0 0 

100 µ L-1 19,5 5 6 

500 µ L-1 0 0 0 

1.000 µ L-1 0 0 0 

2.000 µ L-1 0 0 0 

Linear * * * 

Quadrático * * * 

C.V. 62,9 6,57 6,62 

Nota: Dados submetidos a análise de contrastes ortogonais polinomiais. ns: não significativo. *significativo a 

0,1% de probabilidade de erro.  

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 
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Na colheita os frutos da cultivar San Andreas apresentaram cor da epiderme 35,3 L*, 

49,8 C e 36,2 hº, SS de 6,8 ºBrix, AT de 1,15%, força para penetração da polpa de 1,5 N e taxa 

respiratória de 1.031,9 ηmol de CO2 kg-1 s-1. Os frutos da cultivar Albion apresentaram cor da 

epiderme 45,1 L*, 45,0 C, 44,3 hº, SS 8,0ºBrix, AT 1,3%, força para penetração da polpa 1,5 

N e taxa respiratória de 245,5 ηmol de CO2 kg-1 s-1. 

As taxas respiratória e de produção de etileno de morangos ‘San Andreas’ reduziram 

conforme a dose do OEM aumentou, sendo esta redução de 70% e 85%, respectivamente, nos 

frutos onde a dose foi de 600 µL L-1, quando comparado ao controle (Tabela 3). A cultivar 

‘Albion’ apresentou comportamento oposto em relação a taxa respiratória dos frutos, havendo 

acréscimo com incremento na dose aplicada do OEM (Tabela 4). Mesmo havendo uma variação 

de 2,16 a 3,29 pmol C2H4 kg-1 s-1, pode-se observar que não houve interferência na taxa de 

produção de etileno de morangos ‘Albion’ com a aplicação do OEM (Tabela 4). A respiração 

é a degradação oxidativa de açúcares e ácidos orgânicos normalmente presentes em células 

vegetais, para moléculas mais simples, como CO2 e H2O e está atrelada ao processo de 

amadurecimento do fruto. Ainda, a taxa de produção de etileno é um dos fatores que estimulam 

a atividade respiratória e tem como revés a antecipação do amadurecimento e a senescência dos 

tecidos do fruto.  Deve-se ressaltar que o morango é classificado como um fruto não climatérico, 

ou seja, após a colheita tende a um declínio na taxa respiratória e de produção de etileno.  

Levando em consideração o comportamento dos frutos ‘San Andreas’, observou-se que aqueles 

onde não houve aplicação do OEM produziram mais CO2 e C2H4, o que se leva a conclusão de 

que estes frutos estavam em um processo de senescência mais avançado em comparação aos 

frutos que levaram o tratamento com OEM. No entanto, para os frutos da cultivar Albion houve 

o efeito contrário: os frutos que foram tratados com 200 µ L-1 de OEM obtiveram maior taxa 

respiratória, ou seja, estavam com a maturação mais avançada que o os frutos que não 

receberam o tratamento ou receberam apenas 50 µ L-1 de OEM. Mohammadi et al. (2020) 

encontraram resultados semelhantes aos encontrados nesta pesquisa ao aplicar óleo essencial 

de manjericão (Ocimum basilicum L.) juntamente com revestimento de gel de Aloe vera em 

morangos, onde observaram que a aplicação deste tratamento manteve a taxa respiratória baixa 

em comparação aos frutos não tratados, após doze dias de armazenamento a 4 ºC. Os resultados 

de Mohammadi, Hashemi e Hosseini (2016) também corroboram com os encontrados para a 

cultivar ‘San Andreas’, onde houve menor taxa respiratória nos pepinos que foram tratados com 

óleo essencial de Zataria multiflora Boiss. 
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A dose de 600 μL L-1 de OEM proporcionou morangos ‘San Andreas’ com maior teor 

de SS quando comparada as outras doses testadas (Tabela 3). Já a AT reduziu com o incremento 

na dose de OEM. Nos morangos da cultivar ‘Albion’, o teor de SS e a AT não apresentaram 

diferenças entre os tratamentos (Tabela 4). O alto teor de SS e a baixa AT nos morangos ‘San 

Andreas’ caracterizam a maturação dos frutos, tendo em vista que os ácidos orgânicos são 

utilizados como substrato no processo respiratório podendo ser convertidos em açúcares. 

Tabaestani et al. (2013) obtiveram resultados semelhantes ao aplicar óleo essencial de cominho 

(C. cyminum) em tomates, onde constataram aumento do teor de SS e redução da AT após nove 

dias do tratamento. Por outro lado, Barreto et al. (2016) verificaram que a aplicação de óleo 

essencial de Origanum vulgare L. em tomates cereja aumentou o teor de SS e a AT, após 12 

dias em condições ambiente (25ºC).  

A força para penetração da polpa reduziu linearmente com o aumento da dose de OEM 

aplicado nos frutos da cultivar San Andreas (Tabela 3). Já para a cultivar Albion, a aplicação 

do OEM não alterou a força para penetração da polpa (Tabela 4). A redução da firmeza dos 

frutos também evidencia que a aplicação do OEM acelerou o amadurecimento destes, 

considerando que esta redução está relacionada com a perda de integridade da parede celular. 

No entanto, Sun et al. (2014) observaram que aplicação de carvacrol manteve a firmeza de 

mirtilos após sete dias de aplicação. Por outro ladro, Vieira et al. (2018) ao aplicar diferentes 

óleos essenciais em maçãs ‘Fuji’ não constataram variação na firmeza dos frutos, bem como 

Asghari et al. (2009) verificaram que não houve alteração de firmeza em morangos ‘Selva’ 

quando aplicado óleo essencial de cominho (C. cyminum). Estes trabalhos evidenciam que os 

resultados podem ser extremamente influenciados pelo fruto e cultivar, óleo essencial e dose, 

tendo em vista que no presente estudo houve redução da firmeza na cultivar San Andreas, mas 

não na cultivar Albion. 
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Tabela 3 - Taxas respiratória (ηmol de CO2 kg-1 s-1) e de produção de etileno (pmol C2H4 kg-1 

s-1), sólidos solúveis (SS; ºBrix), acidez titulável (AT; % de ácido cítrico) e força para 

penetração da polpa (N) em morangos ‘San Andreas’ submetidos as doses de 0, 100, 300 e 

600 μL L-1 de óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), e mantidos por 36 h em 

condições ambiente (23±2 ºC/UR de 60±5%). 

Tratamentos 
Taxa 

respiratória 

Taxa de produção 

de etileno 
SS AT 

Força para penetração 

da polpa 

0 µ L-1 1305,7 38,9 7,10 1,43 1,23 

100 µ L-1 1128,5 23,3 6,95 1,34 1,25 

300 µ L-1 867,4 9,80 6,68 1,21 1,07 

600 µ L-1 402,6 5,80 7,35 1,35 0,83 

Linear * * ns * ** 

Quadrática ns ns ** ns ns 

C.V. (%) 25,8 57,6 7,10 1,43 1,23 

Nota: Dados submetidos a análise de contrastes ortogonais polinomiais. ns: não significativo. *significativo a 

0,1% e **a 1% de probabilidade de erro. 

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 

 

 

Tabela 4 – Taxas respiratória (ηmol de CO2 kg-1 s-1) e de produção de etileno (pmol C2H4 kg-1 

s-1), sólidos solúveis (ºBrix), acidez titulável (% de ácido cítrico), força para penetração da 

polpa (N) em morangos ‘Albion’ submetidos as doses de 0, 50 e 200 μL L-1 de óleo essencial 

de melaleuca (Melaleuca alternifolia), e mantidos por 36 h em condições ambiente (23±2 

ºC/UR de 60±5%). 

Tratamentos Taxa respiratória 
Taxa de produção 

de etileno 
SS AT 

Força para 

penetração da polpa 

0 µ L-1 414,7 B 2,16 ns 8,33 ns 1,24 ns 1,73 ns 

50 µ L-1 432,7 B 3,29 8,38 1,17 1,75 

200 µ L-1 522,2 A 2,21 8,25 1,17 1,54 

C.V. (%) 7,69 46,8 3,74 3,55 6,64 

Nota: Médias seguidas por letras iguais na coluna, para cada método de tratamento, não diferem pelo teste de 

Tukey (p<0,05). 

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 

 

 

Quanto aos atributos de qualidade dos frutos da cultivar San Andreas, a cor da epiderme 

em termos de L* não apresentou diferença entre as doses aplicadas de OEM (Tabela 5). O C 

apresentou um decréscimo e o h° aumentou com o incremento da dose do OEM. Em relação 

aos atributos de cor dos frutos da cultivar Albion, os morangos onde foram aplicados o OEM 

apresentaram a cor da epiderme em termos de L*, C e hº maior, quando comparado ao controle 

(Tabela 6).  
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Como pode ser observado, a aplicação de óleo essencial alterou as características de cor 

dos frutos (ANEXO C e E). Segundo o sistema CIELAB, os valores de hº mais próximos a 0º 

correspondem a cor vermelha e mais próximos a 90º correspondem a cor amarela. Desta forma, 

a aplicação de OEM, independente da cultivar e da dose, proporcionou frutos menos vermelhos. 

Outros autores obtiveram resultados contrastantes com os encontrados no presente estudo. 

Asghari et al. (2009) observaram que a aplicação do óleo essencial de cominho (C. cyminum) 

manteve as características de cor dos morangos ‘Selva’. Dehestani-Ardakani e Mostofi (2019), 

ao aplicarem óleo essencial Thymus em uvas ‘Shahroudi’, também constataram que o mesmo 

manteve a cor dos frutos. 

O teor de CFT reduziu linearmente em morangos ‘San Andreas’, conforme a dose do 

OEM aumentou (Tabela 5). Para a cultivar ‘Albion’, o comportamento foi similar, onde o teor 

de CFT reduziu à medida que a dose do OEM aumentou (Tabela 6). A literatura mostra 

resultados contrastantes aos encontrados. Cindi et al. (2016) constataram o aumento do teor de 

CFT ao aplicarem vapor de óleo essencial de tomilho e canela em duas cultivares de pêssegos. 

Sellamuthu et al. (2013), ao aplicarem vapor de óleo essencial de tomilho em abacates também 

constataram um acréscimo no teor de CFT, em relação aos frutos onde não houve tratamento. 

Segundo Aaby e Remberg (2015), o teor de CFT em morangos diminui durante o 

amadurecimento do fruto. Desta forma, a redução no teor de CFT encontrado nesta pesquisa 

mostra que a aplicação de OEM não retardou o amadurecimento dos frutos. Além disso, o 

aumento no teor de CFT nos morangos pode ser atribuído ao acúmulo de antocianinas e, 

consequentemente, ao desenvolvimento da coloração mais avermelhada dos frutos (DHITAL 

et al., 2018), o que não ocorreu neste trabalho, de acordo com os dados de cor de epiderme 

apresentados (Tabela 5 e 6), evidenciando que OEM pode ter inibido o metabolismo secundário. 

A atividade da enzima POD, em morangos ‘San Andreas’ e ‘Albion’, foi maior onde 

não houve aplicação do OEM e reduziu com o incremento da dose de óleo (Tabela 5 e 6). A 

POD está diretamente envolvida na indução de mecanismos de defesa do fruto, pois cria uma 

barreira física de lignina ou suberina em resposta a interação de patógenos, ferimentos e 

restrições ambientais (PASSARDI; PENEL; DUNAND, 2004). Desta forma, considerando os 

dados obtidos com a atividade da POD e de compostos fenólicos, a aplicação do OEM não 

induziu o mecanismo de defesa dos morangos em ambas cultivares. No entanto, SHAO et al. 

(2013), ao aplicar 0.9 g L-1 de OEM em morangos ‘Hongyan’, verificaram maior atividade da 

POD, em comparação aos frutos não tratados com óleo essencial. 
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Tabela 5 – Cor da epiderme [lightness (L*),  croma (C) e ângulo hue (hº)], teor de compostos 

fenólicos totais (CFT; mg EAG 100 g-1) e atividade da enzima peroxidase (POD; DO mg-1 de 

proteína min-1 ) em morangos ‘San Andreas’ submetidos as doses de 0, 100, 300 e 600 μL L-1 

de óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), e mantidos por 36 h em condições 

ambiente (23±2 ºC/UR de 60±5%). 

Tratamentos L* C hº CFT POD 

0 µ L-1 34,2 39,4 35,7 135,4 2,93 

100 µ L-1 36,2 42,4 37,4 158,6 1,46 

300 µ L-1 36,5 34,4 38,4 122,6 1,04 

600 µ L-1 36,5 31,2 40,8 106,6 0,06 

Linear ns * * * * 

Quadrática ns ns ns ns ns 

C.V. (%) 34,2 39,4 35,7 6,85 63,0 

Nota: Dados submetidos a análise de contrastes ortogonais polinomiais. ns: não significativo. *significativo a 

0,1% de probabilidade de erro. 

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 

 

 

Tabela 6 – Cor da epiderme [lightness (L*),  croma (C) e ângulo hue (hº)], teor de compostos 

fenólicos totais (CFT; mg EAG 100 g-1) e atividade da enzima peroxidase (POD; DO mg-1 de 

proteínas minuto-1) em morangos ‘Albion’ submetidos as doses de 0, 50 e 200 μL L-1 de óleo 

essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), e mantidos por 36 h em condições ambiente 

(23±2 ºC/UR de 60±5%). 

Tratamentos L* C hº CFT POD 

0 µ L-1 
37,03 

C 
41,4 B 35,1 B 131,9 A 

0,851 ns 

50 µ L-1 
38,06 

B 

42,1 

AB 
36,6 A 112,7 B 

0,866 

200 µ L-1 
38,96 

A 
43,2 A 37,3 A 97,6 C 

0,581 

C.V. (%) 1,47 2,03 1,71 2,79 26,6 

Nota: Médias seguidas por letras iguais na coluna, para cada método de tratamento, não diferem pelo teste de 

Tukey (p<0,05).  

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 

 

 

Os dados de perfil de compostos voláteis identificados em morangos ‘San Andreas’ e 

‘Albion’ mostram que independente da dose, a aplicação de OEM suprimiu alguns compostos 

voláteis característicos do fruto (Tabela 7 e 8). 

A aplicação do OEM reduziu ou suprimiu a produção de grande parte dos ésteres 

(Tabela 7 e 8). Ainda, o butanoato de etila e o hexanoato de metila foram os ésteres com maior 

área relativa encontrado nos frutos controle. Dentre os ésteres detectados nos frutos do controle, 

o acetato de etila é um dos principais componentes dos voláteis do morango (DONG et al., 
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2013). Os ésteres promovem aromas característicos frutados e florais nos frutos (OZ et al., 

2016; YAN et al., 2018), desta forma, diante dos resultados apresentados, pode-se observar que 

a aplicação do OEM omite o aroma característico do morango. 

 

 

Tabela 7 - Perfil de compostos voláteis identificados em morangos ‘San Andreas’ submetidos 

as doses de 0, 100, 300 e 600 μL L-1 de óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), 

e mantidos por 36h em condições ambiente (23±2 ºC/UR de 60±5%). 

Nº Composto 
Área (%) Descritor de 

aromaa Controle 100 μL L-1 300 μL L-1 600 μL L-1 

 Ésteres      

1 (E3)-Hexenil acetato 0,37 ± 0,37 ND ND ND Frutado 

2 (Z2) Hexen-1-ol acetato 5,63 ± 4,48 3,58 ± 2,33 ND ND - 

3 2-Metilbutil acetato 5,11 ± 2,23 ND ND ND 
Maçã, banana, 

pêra 

4 Acetato de 2-etilhexilo 0,15 ± 0,15 ND ND ND - 

5 Acetato de etila 
11,44 ± 

14,71 
1,96 ± 2,14 14,42 ± 7,02 5,37 ± 2,28 

Aromático, 

conhaque, uva 

6 Acetato de hexila 3,37 ± 0,48 1,76 ± 2,15 ND ND 

Maçã, banana, 

grama, erva, 

pêra 

7 Acetato de isobutila 3,87 ± 2,13 ND ND ND 
Maçã, banana, 

floral, erva 

8 Acetato de isopentilo 1,89 ± 0,40 ND ND ND 
Maçã, banana, 

cola, pêra 

9 Acetato de isopropil 0,65 ± 0,31 ND ND ND Banana 

10 Acetato de metila 7,76 ± 1,25 2,53 ± 3,00 ND ND Éster, verde 

11 Acetato de tiglyl 0,68 ± 0,41 ND ND ND - 

12 Butanoato de etila 4,72 ± 2,29 ND ND ND 

Maçã, 

manteiga, 

queijo, abacaxi, 

morango 

13 Butanoato de metila  13,52 ± 5,95 2,75 ± 1,64 ND ND 

Maçã, banana, 

queijo, éster, 

floral 

14 Butirato de isopropila 0,60 ± 0,53 ND ND ND Fruta, pungente 

15 Etanoato de butila  1,35 ± 1,27 ND ND ND 
Maçã, banana, 

cola, picante 
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Tabela 7 - Perfil de compostos voláteis identificados em morangos ‘San Andreas’ submetidos 

as doses de 0, 100, 300 e 600 μL L-1 de óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), 

e mantidos por 36h em condições ambiente (23±2 ºC/UR de 60±5%). 

Nº Composto 
Área (%) Descritor de 

aromaa Controle 100 μL L-1 300 μL L-1 600 μL L-1 

16 Hexanoato de etila 1,79 ± 1,96 ND ND ND 

Casca de maçã, 

conhaque, 

goma de fruta, 

fruta madura 

demais, 

abacaxi 

17 Hexanoato de metila 11,41 ± 2,20 ND ND ND 
Éster, fresco, 

fruta, abacaxi 

 Alcoois      

18 (E2)-Hexen-1-ol 3,68 ± 1,24 ND ND ND 
Queijo azul, 

vegetal 

19 1-Hexanol 6,29 ± 5,75 ND ND ND 
Banana, flor, 

grama, erva 

20 2-Etil Hexanol 5,49 ± 2,99 ND ND ND Rosa, verde 

21 Etanol ND ND 2,59 ± 1,37 2,40 ± 1,78 

Alcoólico, 

doce, etéreo, 

forte 

 Aldeídos      

22 (E)-2-Hexenal 0,46 ± 0,12 ND ND ND Folha verde 

23 Decanal 0,12 ± 0,14 ND ND ND 

Floral, Frito, 

Casca de 

Laranja, 

Penetrante, 

Sebo 

24 Fenchone ND ND 0,40 ± 0,47 1,71 ± 0,25 

Cânfora, ervas, 

amadeirado, 

terra 

 Ácidos      

25 Ácido butanoico 0,77 ± 0,32 ND ND ND 
Maçã, frutado, 

abacaxi 

 Terpenos      

26 α-Phellandrene ND ND ND 1,63 ± 0,30 

Citrus, fresco, 

hortelã, 

pimenta, 

especiarias, 

madeira 

27 4-Terpinenil acetato ND ND ND 1,62 ± 0,20 - 

28 Eucaliptol ND 7,20 ± 5,37 18,71 ± 8,48 19,43 ± 2,33 

Cânfora, fria, 

eucaliptol, 

menta 
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Tabela 7 - Perfil de compostos voláteis identificados em morangos ‘San Andreas’ submetidos 

as doses de 0, 100, 300 e 600 μL L-1 de óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), 

e mantidos por 36h em condições ambiente (23±2 ºC/UR de 60±5%). 

Nº Composto 
Área (%) Descritor de 

aromaa Controle 100 μL L-1 300 μL L-1 600 μL L-1 

29 Linalol 8,09 ± 4,43 3,47 ± 1,77 0,82 ± 0,41 1,07 ± 0,21 

Coentro, floral, 

lavanda, limão, 

rosa 

30 m-Cimeno ND 2,99 ± 2,60 11,61 ± 5,95 23,12 ± 4,11 
Solvente, 

gasolina, limão 

31 Terpinen-4-ol ND 
52,40 ± 

30,01 

31,92 ± 

31,18 

15,24 ± 

12,29 

Terra, mofo, 

noz-moscada, 

madeira 

32 Terpineno ND 1,47 ± 1,30 5,65 ± 3,26 12,36 ± 2,88 Amargo, cítrico 

33 Terpineol ND 
19,89 ± 

11,30 
12,49 ± 5,28 16,06 ± 4,57 

Anis, fresco, 

menta, óleo 

ND: não detectado 
aNational Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Summary. 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/. Acesso: Ago., 2020. 

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 

 

 

Os álcoois produzidos pelos frutos não foram identificados naqueles tratados, sendo que 

apenas o etanol foi encontrado nos frutos ‘San Andreas’ onde foram aplicados 300 e 600 μL L-

1 do OEM (Tabela 7). Anami et al. (2020) constataram que frutos em processo de maturação 

avançado continham maior concentração de etanol, sendo um indicativo do metabolismo 

fermentativo. O etanol é um dos compostos responsáveis pelo off flavor (YAN et al., 2018), e 

neste caso, provavelmente está relacionado com o avanço no processo de maturação dos frutos.  

O aldeído (E)-2-Hexenal foi detectado em maior quantidade nos frutos ‘Albion’ onde 

não houve aplicação de OEM (Tabela 8). Já o composto volátil fenchone foi detectado nos 

frutos ‘San Andreas’ onde foram aplicados 300 e 600 μL L-1 do OEM (Tabela 7) e nos frutos 

‘Albion’ onde foram aplicados 50 e 200 μL L-1 do OEM (Tabela 8). 

Dentre os terpenos, o linalol foi encontrado em todos os frutos, independente da cultivar 

e da dose, no entanto, conforme a dose o OEM aumentou a porcentagem da área do linalol 

diminuiu (Tabela 7 e 8). Terpenos como o linalol, nerolidol e geraniol são importantes na 

composição do aroma de morango (OZ et al., 2016), sendo que o linalol está entre os compostos 

mais importantes para o sabor e aroma do morango, conferindo uma essência floral frutada ao 

mesmo (AZODANLOU et al., 2003). 
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Nos morangos tratados com OEM, os terpenos encontrados em maiores quantidade 

foram terpinen-4-ol, terpineol, eucaliptol e m-cimeno (Tabela 7 e 8). O terpinen-4-ol é um 

álcool monoterpeno encontrado em diversas plantas, e é o composto majoritário do OEM (WEI 

et al., 2020; YANG et al., 2013). Sendo assim, de acordo com os resultados encontrados no 

presente trabalho, os voláteis presentes no OEM estão em maior quantidade do que aqueles 

aromas característicos dos morangos. Desta forma, conclui-se que o perfil de voláteis se altera 

fortemente conforme aumenta-se a dose do OEM. 

 

 

Tabela 8 – Perfil de compostos voláteis identificados em morangos ‘Albion’ submetidos as 

doses de 0, 50 e 200 μL L-1 de óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), e 

mantidos por 36 h em condições ambiente (23±2 ºC/UR de 60±5%). 

Nº Composto 
Área (%) 

Descritor de aromaa 
Controle 50 μL L-1 200 μL L-1 

 Ésteres     

1 2-Metilbutil acetato 0,15 ± 0,20 ND ND Maçã, banana, pêra 

2 (Z2) Hexen-1-ol acetato 5,41 ± 3,01 3,18 ± 1,23 2,62 ± 2,05 - 

3 Acetato de etila 36,54 ± 13,80 29,29 ± 26,91 22,91 ± 16,53 Aromático, conhaque, uva 

4 Acetato de hexila 2,45 ± 1,46 1,60 ± 0,57 1,54 ± 1,65 
Maçã, banana, grama, erva, 

pêra 

5 Acetato de isobutila 0,14 ± 0,19 ND ND Maçã, banana, floral, erva 

6 Acetato de metila 0,88 ± 0,31 ND ND Éster, verde 

7 Acetato de mirtenilo ND 0,76 ± 0,21 0,45 ± 0,42 Floral 

8 Acetato de octila 0,64 ± 0,33 0,86 ± 0,45 0,35 ± 0,26 
Ervas, verde, cogumelo, 

terroso, ceroso 

9 Benzoato de etila 0,13 ± 0,15 ND ND 
Camomila, aipo, gordura, flor, 

fruta 

10 Butanoato de etila 14,34 ± 3,06 7,55 ± 1,85 8,67 ± 2,48 
Maçã, manteiga, queijo, 

abacaxi, morango 

11 Butanoato de metila  0,26 ± 0,16 ND ND 
Maçã, banana, queijo, éster, 

floral 

12 Hexanoato de etila 12,06 ± 2,18 10,36 ± 2,70 3,79 ± 1,53 

Casca de maçã, conhaque, 

goma de fruta, fruta madura 

demais, abacaxi 

13 Hexanoato de metila 1,33 ± 0,90 ND ND Éster, fresco, fruta, abacaxi 

14 Tiglato de etila 0,38 ± 0,24 ND ND Frutado 

 Alcoois     

15 1-Hexanol 0,74 ± 0,57 ND ND Banana, flor, grama, erva 

16 2-Etil Hexanol 4,27 ± 1,39 1,20 ± 1,23 ND Rosa, verde 
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Tabela 8 – Perfil de compostos voláteis identificados em morangos ‘Albion’ submetidos as 

doses de 0, 50 e 200 μL L-1 de óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), e 

mantidos por 36 h em condições ambiente (23±2 ºC/UR de 60±5%). 

Nº Composto 
Área (%) 

Descritor de aromaa 
Controle 50 μL L-1 200 μL L-1 

 Aldeidos     

17 (E)-2-Hexenal 9,78 ± 8,24 2,35 ± 0,86 1,69 ± 0,99 Folha verde 

18 Decanal 0,06 ± 0,05 ND ND 
Floral, Frito, Casca de 

Laranja, Penetrante, Sebo 

19 Fenchone ND 0,68 ± 0,49 1,43 ± 0,93 
Cânfora, ervas, amadeirado, 

terra 

20 Nonanal 0,08 ± 0,08 ND ND Gordura, floral, verde, limão 

 Ácidos     

21 Ácido acético ND 0,55 ± 0,63 ND 
Ácido, fruta, picante, azedo, 

vinagre 

22 
Etil 2-Ácido β-hidroxi-β-

metilbutírico 
0,78 ± 0,28 ND ND Maçã verde, kiwi, morango 

 Terpenos     

23 (E) Nerolidol ND  0,25 ± 0,18 ND Abeto, linóleo, pinheiro 

24 Eucaliptol ND 7,92 ± 1,72 13,15 ± 3,52 
Cânfora, fria, eucaliptol, 

menta 

25 Isocineole ND 0,33 ± 0,10 0,74 ± 0,51 Especiarias 

26 Linalol 7,44 ± 2,30 2,83 ± 0,40 2,54 ± 0,79 
Coentro, floral, lavanda, 

limão, rosa 

27 m-Cimeno ND 2,63 ± 0,87 4,06 ± 2,78 Solvente, gasolina, limão 

28 Piperitona ND 1,29 ± 0,49 2,44 ± 1,23 Frutado, doce 

29 Terpinen-4-ol ND 18,54 ± 15,24 22,18 ± 19,16 
Terra, mofo, noz-moscada, 

madeira 

30 Terpineno ND 1,42 ± 0,42 3,32 ± 1,70 Amargo, cítrico 

31 Terpineol ND 4,97 ± 1,51 8,11 ± 3,32 Anis, fresco, menta, óleo 

ND: não detectado 
aNational Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Summary. 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/. Acesso: Ago., 2020. 

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 
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6 CONCLUSÕES 

A aplicação do óleo essencial de melaleuca via fumigação em pós-colheita de frutos de 

morango reduz o desenvolvimento de podridão pós-colheita causada por B. cinerea, no entanto, 

causa alterações indesejadas nos atributos de qualidade dos frutos, como a força para a 

penetração da polpa e cor de epiderme. Ainda, o uso do óleo essencial de melaleuca altera o 

perfil de compostos voláteis, sendo que os voláteis presentes no óleo estão em maior quantidade 

que aqueles característicos do morango. 

Estudos adicionais podem ser delineados com o objetivo de determinar qual o período 

e forma de aplicação mais eficiente, bem como identificar quais os componentes do óleo tem 

maior ação sob o fungo e a interferência desses nas propriedades organolépticas dos frutos. 
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ANEXO A – MINICÂMARAS PARA APLICAÇÃO DOS TRATAMENTOS 

 

Figura 4 – Minicâmaras para aplicação dos tratamentos em morangos ‘San Andreas’ e ‘Albion’. 

 

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 
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ANEXO B – COMPARAÇÃO ENTRE OS TRATAMENTOS APÓS APLICAÇÃO, 

MORANGOS ‘SAN ANDREAS’ 

 

Figura 5 – Morangos ‘San Andreas’ submetidos aos tratamentos controle (A); óleo essencial de 

melaleuca 100µ L-1 (B); 300µ L-1 (C); e 600µ L-1 (D). 

 

Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 
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ANEXO C – COMPARAÇÃO ENTRE OS TRATAMENTOS APÓS 36 HORAS EM 

CONDIÇÕES AMBIENTE, MORANGOS ‘SAN ANDREAS’ 

 

Figura 6 – Morangos ‘San Andreas’, 36 horas em condições ambiente, submetidos aos 

tratamentos controle (A); óleo essencial de melaleuca 100µ L-1 (B); 300µ L-1 (C); 

e 600µ L-1 (D). 

 
Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 
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ANEXO D – COMPARAÇÃO ENTRE OS TRATAMENTOS APÓS APLICAÇÃO, 

MORANGOS ‘ALBION’ 

 

Figura 7 – Morangos ‘Albion’ submetidos aos tratamentos controle (A); óleo essencial de 

melaleuca 50µ L-1 (B) e 200µ L-1 (C). 

 
Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 
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ANEXO E – COMPARAÇÃO ENTRE OS TRATAMENTOS APÓS 72 HORAS EM 

CONDIÇÕES AMBIENTE, MORANGOS ‘ALBION’ 

 

Figura 8 – Morangos ‘Albion’, 72 horas em condições ambiente, submetidos aos tratamentos 

controle (A); óleo essencial de melaleuca 50µ L-1 (B) e 200µ L-1 (C). 

 
Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 
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ANEXO F – COMPARAÇÃO ENTRE OS TRATAMENTOS in vitro 

 
Figura 9 – Crescimento micelial de Botrytis cinerea (A), isolado em meio BDA, após 5 dias de 

incubação a 23°C e 12 h de fotoperíodo, com o óleo essencial de melaleuca 

(Melaleuca alternifolia) fumigado nas doses de 10 μL L-1 (B), 50 μL L-1 (C), 100 

μL L-1 (D), 500 μL L-1 (E), 1.000 μL L-1 (F) e 2.000 μL L-1 (G). 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora, 2020. 
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RESUMO 

 

A maçã ‘Gala’ é a principal cultivar produzida no Brasil, mas pode apresentar substancial perda 

de firmeza de polpa, além de suscetibilidade a distúrbios fisiológicos em armazenamento 

prolongado. Tecnologias como atmosfera controlada (AC) e o uso de 1-metilciclopropeno (1-

MCP) são amplamente empregadas para manter a qualidade dos frutos, embora apresentem 

limitações quanto à preservação de atributos sensoriais e à resistência a patógenos. Dessa forma, 

o trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da aplicação de óxido nítrico (NO), em diferentes 

estratégias, durante o armazenamento de maçãs ‘Gala’ em AC. Foram realizados três 

experimentos. O primeiro experimento, realizado em 2022, avaliou frutos da cultivar Galaxy 

colhidos em dois estádios de maturação, com aplicação de NO a cada 30 dias ou no início e no 

final do armazenamento, em frutos previamente tratados ou não com 1-MCP. No segundo 

experimento, conduzido em 2023, foram testadas cinco doses de NO (0, 5, 10, 20 e 40 µL L-1) 

aplicadas no início do armazenamento, em frutos da cultivar Galaxy provenientes de dois 

pomares comerciais localizados em Vacaria (RS) e São Joaquim (SC). O terceiro experimento, 

realizado em 2024, teve como foco a aplicação periódica de NO em maçãs ‘Maxi Gala’, com e 

sem tratamento prévio com 1-MCP, a cada 30 dias ou no início e no final do armazenamento 

em AC. Em todos os experimentos, os frutos foram armazenados por seis meses em AC, 

seguidos de sete dias de prateleira. Foram realizadas análises físico-químicas (firmeza, cor da 

epiderme, sólidos solúveis, acidez titulável), fisiológicas (taxas respiratória e de produção de 

etileno, incidência de podridões e polpa farinácea) e bioquímicas (atividade antioxidante total, 

compostos fenólicos totais, teor de peróxido de hidrogênio e atividade das enzimas peroxidase 

e superóxido dismutase) nos frutos. Os efeitos do NO foram dependentes da dose, da frequência 

de aplicação, do estádio de maturação e da origem dos frutos. A aplicação de NO modulou 

respostas fisiológicas e bioquímicas relevantes, reduzindo a produção de etileno, a polpa 

farinácea e a incidência de podridões, além de preservar a coloração da epiderme e a firmeza 

da polpa. Doses moderadas (5–20 µL L-1) foram mais eficazes na conservação da qualidade de 

frutos produzidos em São Joaquim, enquanto doses elevadas (40 µL L-1) apresentaram risco de 

indução de estresse oxidativo. A aplicação periódica de NO, especialmente quando combinada 

ao 1-MCP, se destacou por promover maior preservação da integridade do fruto e menor 

degradação de compostos antioxidantes. Na média dos experimentos, os tratamentos 

combinados (NO + 1-MCP) apresentaram os melhores resultados na manutenção da qualidade 

pós-colheita, evidenciando uma ação complementar. Assim, o NO demonstrou ser uma 

alternativa promissora para uso em conjunto com o 1-MCP, contribuindo para a conservação 



de maçãs ‘Gala’ armazenadas em AC por longos períodos, com menores perdas e melhor 

qualidade ao final da vida útil. 

 

Palavras-chave: qualidade de frutos; etileno; estresse oxidativo; pós-colheita; distúrbios 

fisiológicos. 

 

  



ABSTRACT 

 

‘Gala’ apples are the main cultivar produced in Brazil, but they may undergo substantial loss 

of flesh firmness and are susceptible to physiological disorders during long-term storage. 

Technologies such as controlled atmosphere (CA) storage and the use of 1-methylcyclopropene 

(1-MCP) are widely employed to maintain fruit quality, although they have limitations 

regarding the preservation of sensory attributes and resistance to pathogens. Therefore, this 

study aimed to evaluate the effect of nitric oxide (NO) application, using different strategies, 

during the storage of ‘Gala’ apples under CA conditions. Three experiments were conducted. 

The first, carried out in 2022, assessed ‘Galaxy’ apples harvested at two maturity stages, with 

NO applied either every 30 days or at the beginning and end of storage, in fruits previously 

treated or not with 1-MCP. In the second experiment, conducted in 2023, five NO doses (0, 5, 

10, 20, and 40 µL L-1) were tested, applied at the beginning of storage, on ‘Galaxy’ apples from 

two commercial orchards located in Vacaria (RS) and São Joaquim (SC). The third experiment, 

conducted in 2024, focused on the periodic application of NO on ‘Maxi Gala’ apples, with or 

without prior 1-MCP treatment, every 30 days or at the beginning and end of CA storage. In all 

experiments, the apples were stored under CA for six months, followed by seven days of shelf 

life. Physicochemical (firmness, peel color, soluble solids, titratable acidity), physiological 

(respiration and ethylene production rates, incidence of decay and mealiness), and biochemical 

(total antioxidant activity, total phenolic content, hydrogen peroxide content, and peroxidase 

and superoxide dismutase activities) analyses were performed. The effects of NO depended on 

dose, application frequency, maturity stage, and fruit origin. NO application modulated relevant 

physiological and biochemical responses, reducing ethylene production, mealiness, and decay 

incidence, while preserving peel color and flesh firmness. Moderate doses (5–20 µL L-1) were 

more effective in preserving the quality of fruits from São Joaquim, whereas higher doses (40 

µL L-1) posed a risk of inducing oxidative stress. Periodic NO application, especially when 

combined with 1-MCP, stood out for better preservation of fruit integrity and lower degradation 

of antioxidant compounds. On average, combined treatments (NO + 1-MCP) showed the best 

postharvest quality maintenance results, highlighting a complementary effect. Thus, NO proved 

to be a promising alternative for use alongside 1-MCP, contributing to the preservation of 

‘Gala’ apples stored under CA for extended periods, with reduced losses and better quality at 

the end of shelf life. 

 

Keywords: fruit quality; ethylene; oxidative stress; postharvest; physiological disorders.  
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A macieira (Malus domestica Borkh.) é uma das principais frutíferas de clima 

temperado cultivadas no mundo, destacando-se pelo alto consumo in natura e pela ampla 

aplicação em produtos processados. Globalmente, a maçã ocupa a terceira posição entre as 

frutas mais produzidas, atrás apenas da banana e da melancia (FAO, 2023). No Brasil, a 

produção concentra-se na região Sul, especialmente nos estados de Santa Catarina, Rio Grande 

do Sul e Paraná, com área cultivada de aproximadamente 33 mil hectares e produção anual em 

torno de 831,7 mil toneladas (KIST et al., 2024). As cultivares Gala e Fuji, e seus respectivos 

clones, respondem por cerca de 95% da produção nacional (PETRI; SEZERINO; MARTIN, 

2018), sendo a Gala a mais representativa devido à coloração atrativa, sabor doce e bom 

potencial de conservação. 

Apesar das características comerciais favoráveis, a cultivar Gala apresenta limitações 

que afetam diretamente sua conservação pós-colheita. A colheita concentrada em um curto 

período exige grande mobilização de mão de obra, cuja disponibilidade tem se tornado cada 

vez mais restrita. Além disso, a colheita em estádios inadequados compromete a qualidade final 

dos frutos, reduzindo o potencial de armazenamento e acelerando a perda de atributos como 

firmeza de polpa, suculência, crocância e textura (KVITSCHAL; COUTO; LEITE, 2022). 

Mesmo sob condições controladas, a Gala é considerada uma cultivar sensível, com maior 

propensão à incidência de distúrbios fisiológicos, como polpa farinácea, o que reforça a 

necessidade de estratégias eficazes para preservar sua qualidade ao longo da cadeia de pós-

colheita (WEBER et al., 2013). 

A perecibilidade das frutas, incluindo as maçãs, está relacionada ao elevado teor de 

água, à textura macia e à alta taxa respiratória, que favorecem o amadurecimento acelerado e a 

senescência. Nesse cenário, o armazenamento em atmosfera controlada (AC) é uma das técnicas 

mais utilizadas na conservação de maçãs, pois reduz a pressão parcial de oxigênio (O₂) e eleva 

os níveis de dióxido de carbono (CO₂), desacelerando o metabolismo respiratório e a produção 

de etileno (DeELL et al., 2022). Essa modulação fisiológica contribui para a manutenção da 

firmeza de polpa, da acidez titulável e do teor de sólidos solúveis, possibilitando a conservação 

dos frutos por até nove meses, dependendo da cultivar e do ponto de colheita (BRACKMANN 

et al., 2005; DeELL et al., 2022; KHERA et al., 2024). Entretanto, níveis excessivamente 

baixos de O₂ podem induzir respiração anaeróbica, acúmulo de etanol e intensificação de 

distúrbios fisiológicos (KWEON et al., 2013; MDITSHWA; FAWOLE; OPARA, 2018), 

exigindo estratégias complementares para manter a qualidade pós-colheita por longos períodos. 
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Entre essas tecnologias complementares, destaca-se o 1-metilciclopropeno (1-MCP), 

um regulador de crescimento que bloqueia a ação do etileno ao se ligar de forma irreversível 

aos seus receptores. A aplicação do 1-MCP em maçãs tem se mostrado eficaz na manutenção 

da firmeza de polpa e na contenção de distúrbios fisiológicos, como a redução da incidência de 

polpa farinácea. Contudo, sua eficiência é influenciada por variáveis como cultivar, estádio de 

maturação, concentração, tempo de exposição e condições de armazenamento (LEE et al., 

2012). Além disso, estudos relatam que o 1-MCP pode comprometer atributos sensoriais, como 

aroma e sabor, ao suprimir a biossíntese de compostos voláteis, além de inibir vias etileno-

dependentes de defesa, favorecendo a incidência de podridões (ZHANG et al., 2024; LU et al., 

2018). 

Diante das limitações observadas com o uso do 1-MCP, o óxido nítrico (NO) tem 

emergido como uma alternativa promissora na conservação pós-colheita de frutas. O NO é um 

radical livre gasoso produzido endogenamente pelas plantas, com ampla atuação na regulação 

de processos fisiológicos como amadurecimento, defesa antioxidante, senescência, germinação 

e resposta a estresses bióticos e abióticos (SINGH et al., 2013; CORPAS; GONZÁLEZ-

GORDO; PALMA, 2020). Sua produção ocorre por vias redutivas, a partir da redução de nitrito, 

ou por vias oxidativas, a partir da oxidação de aminoácidos (ASTIER; GROSS; DURNER, 

2018). Na pós-colheita, o NO atua principalmente na regulação do amadurecimento por meio 

da interferência na biossíntese de etileno. Essa interferência ocorre pela inibição das enzimas 

1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) sintase (ACS) e ACC oxidase (ACO), envolvidas 

nas etapas-chave da biossíntese de etileno a partir da ACC (CHENG et al., 2009). Além disso, 

o NO pode formar complexos estáveis com a ACO, suprimindo sua atividade e interrompendo 

a produção autocatalítica de etileno (MANJUNATHA et al., 2012). A eficácia dessa ação foi 

demonstrada em diferentes espécies frutíferas, como banana, pêssego e maçã, nas quais a 

aplicação de NO resultou em menor produção de etileno, maior firmeza de polpa e 

prolongamento da vida útil dos frutos (LAI et al., 2011; SIS et al., 2012; CHENG et al., 2019). 

Outro efeito relevante do NO na conservação pós-colheita está relacionado à modulação 

do estresse oxidativo. Sua aplicação induz enzimas antioxidantes como superóxido dismutase 

(SOD), peroxidase (POD) e catalase (CAT), ao mesmo tempo em que reduz a atividade de 

enzimas pró-oxidantes, como a lipoxigenase (LOX) (WU et al., 2014; ZHANG et al., 2017). 

Essa ação contribui para a preservação da integridade celular e para o retardamento da 

senescência. No entanto, os efeitos do NO são dependentes da dose, do tempo de exposição, da 

espécie e do tecido vegetal tratado (MANJUNATHA; LOKESH; NEELWARNE, 2010), o que 

exige ajustes precisos para sua aplicação prática. 
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Dessa forma, o NO representa uma alternativa sustentável e potencialmente viável para 

a conservação pós-colheita de maçãs ‘Gala’, podendo ser associado a outras tecnologias como 

a AC e o 1-MCP para melhor manutenção da qualidade dos frutos. Diante desse contexto, o 

presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicação de NO durante o 

armazenamento em AC sobre a qualidade e a conservação pós-colheita de maçãs ‘Gala’, bem 

como sua possível interação com o 1-MCP e o estádio de maturação e local de produção dos 

frutos. 
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2 ÓXIDO NÍTRICO E 1-MCP NA CONSERVAÇÃO DE MAÇÃS 'GALAXY' EM 

ATMOSFERA CONTROLADA: INTERAÇÕES COM O ESTÁDIO DE 

MATURAÇÃO 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

 

A atmosfera controlada (AC) é empregada com a finalidade de manter a qualidade dos 

frutos por longos períodos de armazenamento, em média de 7 a 9 meses. Contudo, podem 

ocorrer perdas significativas, tanto em termos de qualidade quanto de quantidade, 

especialmente quando se trata de armazenamento prolongado, com duração igual ou superior a 

7 meses. Com o intuito de prolongar o armazenamento e minimizar as perdas durante períodos 

de armazenamento prolongado, algumas tecnologias complementares à AC podem ser 

utilizadas, destacando-se a aplicação de 1-metilciclopropeno (1-MCP) (MDITSHWA et al., 

2018). O 1-MCP inibe a ação do etileno, retardando o processo de amadurecimento e 

prolongando a vida útil dos frutos. No entanto, existem alguns fatores que podem afetar a 

eficácia do 1-MCP em frutos climatéricos, incluindo o grau de maturidade, a concentração de 

1-MCP, a cultivar, a temperatura e atmosfera de armazenamento, o material de embalagem e o 

momento da aplicação (SATEKGE; MAGWAZA, 2022). 

O óxido nítrico (NO) surge como um potencial tratamento pós-colheita a ser associado 

a AC. O NO é naturalmente produzido em células vivas e está envolvido na regulação de 

diversos processos durante o desenvolvimento vegetal, incluindo movimento estomático, 

respiração da planta, germinação de sementes, diferenciação de células e amadurecimento de 

frutos (MANJUNATHA et al., 2010; SINGH et al., 2013; PALMA et al., 2019). No contexto 

pós-colheita, diversos estudos apontam que o NO pode suprimir a biossíntese do etileno ao 

inibir as enzimas ácido ACS e ACO (CHENG et al., 2009; MANJUNATHA et al., 2012). 

Resultados promissores têm demonstrado o efeito benéfico do NO sobre a qualidade de frutos. 

Em maçãs ‘Gala’, reaplicações de doses inferiores a 5 µL L-1 a cada 30 dias mantiveram a 

firmeza e retardaram o pico climatérico do etileno (COSER et al., 2023). Para a cultivar ‘Fuji’, 

aplicações sequenciais de 10 µL L-1 mantiveram maior firmeza e a coloração verde da epiderme 

(BUET et al., 2021; STEFFENS et al., 2021). Em ameixas ‘Laetitia’, a menor dose, aplicada 

com maior frequência, resultou na redução da respiração, da produção de etileno e do 

escurecimento de polpa (STEFFENS et al., 2022b). Contudo, a eficácia do NO é variável. Em 

maçãs ‘Galaxy’, a exposição a 40 µL L-1 no início do armazenamento não trouxe benefícios 

qualitativos (BRACKMANN et al., 2017) e em ‘Maxi Gala’, pressões parciais extremamente 
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baixas de O2 associadas ao NO aumentaram a produção de etileno (SOLDATELI et al., 2025). 

Essa variabilidade de respostas sugere que a eficiência do NO depende de múltiplos fatores, 

entre eles dose, tempo e frequência de aplicação, condições de atmosfera (O2/CO2), duração do 

armazenamento, estádio de maturação e, possivelmente, diferenças de sensibilidade entre as 

cultivares e até entre clones de uma mesma cultivar. Portanto, apesar dos resultados positivos 

já obtidos, permanece o desafio de definir protocolos que maximizem os benefícios do “AC + 

NO”.  

Embora o 1-MCP seja amplamente empregado para retardar o amadurecimento de 

maçãs armazenadas em AC, relatos indicam que esse composto pode intensificar certos 

distúrbios fisiológicos, comprometer o aroma e favorecer podridões pós-colheita (WATKINS, 

2006; THEWES et al., 2015; MDITSHWA et al., 2018). O NO, por sua vez, inibe a biossíntese 

de etileno e reforça o metabolismo antioxidante celular, o que lhe confere potencial não apenas 

para atrasar a senescência, mas também para atenuar danos oxidativos associados a esses 

distúrbios. Em pêssegos, o NO reduziu o conteúdo de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

(JING; ZHOU; ZHU, 2016), enquanto em mangas elevou o conteúdo de enzimas antioxidantes, 

como a catalase, a superóxido dismutase (SOD) e a peroxidase (POD), que ajudam a eliminar 

o excesso de EROs e proteger as membranas contra a peroxidação lipídica (REN et al., 2017).  

Adicionalmente, em pitayas o NO reduziu a severidade e a incidência de antracnose e estimulou 

enzimas de defesa (HU et al, 2019), e em laranjas reduziu a incidência de podridões e induziu 

maiores atividades de enzimas relacionadas à defesa, como fenilalanina amônia-liase (PAL), β-

1,3-glucanase e quitinase (ZHU et al., 2021). Sendo assim, aplicações sequenciais de NO 

durante o armazenamento podem representar alternativa ou complemento promissor ao 1-MCP 

para a manutenção da qualidade de maçãs armazenadas em AC. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicação de NO em AC durante o 

armazenamento, em comparação ao 1-MCP, sobre a manutenção da qualidade de maçãs ‘Gala’ 

colhidas em dois estádios de maturação.  

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

As maçãs Galaxy utilizadas no presente trabalho foram colhidas em pomar comercial 

localizado no município de Vacaria, RS (safra 2020/2021). Após a colheita os frutos foram 

transportados ao laboratório para o preparo das amostras e armazenamento. No laboratório, os 

frutos foram separados em dois grupos, frutos com cor de fundo mais amarelada e menos 

amarelada, com o intuito de obter frutos em dois estádios de maturação distintos (M1 e M2). 
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Os frutos do estádio de maturação 1 (M1) apresentavam firmeza de polpa de 79,4 N, acidez 

titulável de 0,37 % de ácido málico, sólidos solúveis de 12,8 ºBrix e cor da epiderme com L de 

66,1, C de 34,8 e h° de 99,6. Os frutos do estádio de maturação 2 (M2) apresentavam firmeza 

de polpa de 66,3 N, acidez titulável de 0,36 % de ácido málico, sólidos solúveis de 13,3 ºBrix 

e cor da epiderme com de L de 73,3, C de 40,1 e h° de 91,2. 

O experimento consistiu na combinação dos fatores estádios de maturação (M1 e M2) e 

o fator tratamento pós-colheita [sem aplicação, 1-MCP (1,0 µL L-1) e NO (2,0 µL L-1)]. Os 

frutos foram armazenados em microcâmaras experimentais de 60 L de AC, com 1,3 kPa O2 + 

2,0 kPa de CO2, temperatura de 1,5±0,2 °C e UR de 94±2 %. A instalação das condições de AC 

foi de forma gradual sendo que as câmaras foram lavadas com nitrogênio para reduzir a pressão 

parcial de O2, onde inicialmente foi reduzido o O2 até 5 kPa e durante a semana seguinte, foi 

feita a redução gradual do O2 até 1,2 kPa (0,3 a 0,8 kPa por dia; nos 3 primeiros dias redução 

até 0,8 kPa, após redução 0,3 a 0,5 kPa nos próximos 4 dias). A pressão parcial de CO2 foi 

obtida pela respiração dos frutos. Cada vez que sua concentração era superior a 2,0 kPa, o CO2 

era lavado com nitrogênio. O monitoramento e o controle das pressões parciais de O2 e CO2 

foram realizados diariamente com analisador de gases (Schele eletronic®, Alemanha). 

No tratamento com 1-MCP, foi utilizado o produto SmartFresh® (0,14% de 1-MCP na 

formulação pó). Os frutos permaneceram expostos ao tratamento por 24 horas. Para a aplicação 

de NO foi utilizada uma mistura gasosa padrão de trabalho (1000 μL L-1 de NO + balanço N2), 

armazenada em cilindro de alta pressão. O NO foi aplicado a cada 30 dias de armazenagem, 

iniciando quando a pressão parcial de O2 foi atingiu 1,3 kPa, no sétimo dia de armazenagem. O 

NO foi adicionado ao interior das microcâmaras de AC, até obter a concentração 

preestabelecida no tratamento. 

Os frutos foram armazenados durante 7 meses e, na saída da câmara, avaliados quanto 

às variáveis taxas respiratória e de produção de etileno, cor de fundo da epiderme e incidência 

de podridões. Após mais 7 dias em condições ambiente (7 meses de armazenamentos seguidos 

por 7 dias em condições ambiente), os frutos foram avaliados quanto as mesmas variáveis da 

saída da câmara e quanto à firmeza de polpa, polpa farinácea, acidez titulável, sólidos solúveis, 

compostos fenólicos totais, atividade antioxidante total (ABTS e DPPH), atividade das enzimas 

superóxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD) e conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2). 

As taxas respiratórias (ηmol de CO2 kg-1 s-1) e de produção de etileno (ηmol C2H4 kg-1 

s-1) foram quantificadas por analisador de gases e cromatografia gasosa, respectivamente. 

Frutos de cada repetição foram acondicionados em recipientes de 5 L, com fechamento 

hermético. As taxas respiratória e de produção de etileno foram obtidas pela diferença da 
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concentração de CO2 e C2H4, respectivamente, no interior do recipiente, imediatamente após o 

seu fechamento e depois de meia hora. Para análise de CO2 no interior dos recipientes, foi 

utilizado um analisador de gases O2 e CO2 (Schele eletronic®, Alemanha). Para a análise de 

etileno uma seringa plástica de 1,0 mL, foram coletadas três amostras da atmosfera do espaço 

livre destes recipientes, as quais foram injetadas em um cromatógrafo a gás (PerkinElmer®, 

modelo Clarus 580, EUA), equipado com uma coluna Porapak N® de 3 m de comprimento (80-

100 mesh) e detector (FID) de ionização de chama. As temperaturas da coluna, do detector e 

do injetor foram de 90; 240; e 120 ºC, respectivamente. Os fluxos de nitrogênio, hidrogênio e 

ar sintético foram de 70; 45 e 450 mL min-1, respectivamente. 

A cor de fundo da epiderme foi avaliada em termos de valores de ‘L’ (Lightness), croma 

(C) e ângulo ‘hue’ (hº), com o auxílio de um colorímetro (Konica Minolta, Tóquio, Japão). As 

leituras foram realizadas na região equatorial menos vermelha dos frutos. A firmeza de polpa 

(N) foi determinada na região equatorial dos frutos, em duas superfícies opostas, após a 

remoção de uma pequena porção da epiderme, com auxílio de um penetrômetro eletrônico 

(GÜSS Manufacturing Ltd, Cidade do Cabo, África do Sul) equipado com ponteira de 7,9 mm 

de diâmetro. Os valores de acidez titulável (AT; % ácido málico) foram obtidos através de uma 

amostra de 5 mL de suco, obtido pelo processamento dos frutos em uma centrífuga. Essa 

amostra foi diluída em 45 mL de água destilada e titulada com solução de NaOH 0,1N até pH 

8,1, utilizando titulador automático TitroLine® easy da SCHOTT Instruments (Mainz, 

Alemanha). Os teores de sólidos solúveis (SS; ºBrix) foram determinados em um refratômetro 

digital modelo PR201α (Atago®, Tóquio, Japão), utilizando uma alíquota do suco obtido pelo 

processamento dos frutos. 

A incidência de polpa farinácea foi determinada pela quantificação da fruta que 

apresentava sintomas de polpa seca sem suculência. As frutas sadias foram quantificadas 

contando o número de maçãs que não apresentaram incidência de podridão. As incidências 

foram expressas em percentuais. 

Para as análises de compostos fenólicos totais (CFT) e atividade antioxidante total 

(AAT) foi necessário a obtenção dos extratos das amostras, onde foi utilizado 2,5 g da amostra 

de casca e 1 g da amostra de polpa, e homogeneizado com 10 mL de metanol 50%. O 

homogenato ficou em repouso por 60 min à temperatura ambiente e em seguida foi centrifugado 

em centrífuga refrigerada (4 °C) por 15 min a 15.000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em balão 

volumétrico de 25 mL. A partir do resíduo da primeira extração foi adicionado 10 mL de 

acetona 70%, homogeneizado e colocado em repouso por 60 min à temperatura ambiente. Foi 

centrifugado novamente por 15 minutos a 15.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para o 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/juiciness
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balão volumétrico (que contém o primeiro sobrenadante) e completado o volume para 25 mL 

com água destilada. Os extratos foram reservados para análise de compostos fenólicos totais e 

atividade antioxidante total. 

A determinação do teor de CFT foi realizada empregando o reagente de Folin-

Ciocalteau, conforme descrita por Roesler et al. (2007). Inicialmente foi preparada a solução 

de ácido gálico, utilizando 10 mg de ácido gálico em 100 mL de metanol P.A. Em seguida foi 

preparada a solução de carbonato de sódio, para a qual foi usada 10 g do reagente e feita a 

diluição em água destilada em balão de 100 mL. A solução Folin-Ciocalteau foi diluída na 

proporção de 1:3 (Folin-Ciocalteau:Água Destilada). Para a obtenção da curva padrão do ácido 

gálico foi pipetado em tubos de ensaio diferentes alíquotas de metanol e da solução de ácido 

gálico na concentração de 0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 ppm. Para análise foram adicionados em 

cada tubo, na ordem, 2,5 mL de Folin-Ciocalteau, 0,5 mL de amostra e 2,0 mL da solução de 

carbonato de sódio 10%. Para o branco, foram utilizados os mesmos reagentes citados 

anteriormente e 0,5 mL de metanol, substituindo a amostra. Os tubos foram agitados em vortex 

e em seguida incubados por uma hora ao abrigo da luz. As amostras foram centrifugadas e a 

leitura realizada em leitora de microplacas no comprimento de onda de 765 nm. Os resultados 

foram expressos em mg de equivalentes de ácido gálico por 100 g da amostra (mg EAG 

100  g- 1). 

A determinação da atividade antioxidante total (AAT) foi determinada conforme as 

metodologias baseadas na capacidade do extrato de sequestrar os radicais 2,2’-azinobis (3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (método ABTS) (RUFINO et al., 2007a) e 1,1-difenil-2-

picrilhidrazila (método DPPH) (RUFINO et al., 2007b), com adaptações. Para o método ABTS, 

o radical foi gerado a partir da reação da solução estoque de ABTS (7 mM) com o persulfato 

de potássio (140 mM), mantido no escuro por 16 h, à 20 °C. Antes da análise, o radical foi 

diluído com álcool etílico até obter uma absorbância de 0,70 ± 0,05, no =734 nm. O radical 

ABTS foi diluído em etanol até obter-se uma medida de absorbância de 0,70 (± 0,05) no =734 

nm. A partir do extrato hidroalcoólico, foram preparadas, em tubos de ensaio, três diluições 

diferentes, em triplicata. Foram transferidas alíquotas de 30 µL de cada diluição do extrato para 

tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS, e homogeneizadas em agitador de tubos. As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro UV-visível, marca Bel Photonics, modelo 

BEL2000-UV (Piracicaba, Brasil), no =734 nm, após 6 min de reação. Foi utilizado álcool 

etílico como branco para calibrar o espectrofotômetro. A partir das absorbâncias obtidas das 

diferentes diluições dos extratos, foi obtida a equação da reta. Curvas com soluções padrões de 
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Trolox foram construídas e os resultados de AAT expressos em equivalente de Trolox por g de 

massa fresca (μMol g-1 MF). 

Para o método DPPH, o radical DPPH 60 µM, foi dissolvido 2,4 mg de DPPH em álcool 

metílico e completado o volume para 100 mL em um balão volumétrico com álcool metílico, 

homogeneizado e transferido para um frasco de vidro âmbar, devidamente etiquetado. Para o 

preparo da solução controle (álcool metílico, acetona e água), em balão volumétrico de 100 mL, 

foi adicionado 40 mL da solução de álcool metílico 50% e 40 mL da solução de acetona 70%. 

Em seguida, completado o volume para 100 mL com água destilada. A partir do extrato já 

obtido e diluído na proporção de 1:3 para amostras de polpa e 1:10 para amostras de casca 

(Amostra:Água destilada), em ambiente escuro, foi transferido uma alíquota de 0,1 mL do 

extrato para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (60 µM) e homogeneizado em 

agitador de tubos. Após 30 minutos de incubação, a absorbância foi lida em leitora de 

microplaca EnSpire a 515 nm. Para o controle, foi utilizado 0,1 mL da solução controle com 

3,9 mL do radical DPPH (60 µM) e homogeneizado. Os valores foram convertidos em 

porcentagem de Atividade Antioxidante (% AA) e foram expressos em μM trolox 100 g de 

massa fresca. 

Para a determinação da atividade enzimática, todas as etapas necessárias foram 

executadas a 4 °C. A atividade da enzima POD foi determinada conforme método descrito por 

Hammerschmidt, Nuckles e Kuć (1982) e da enzima SOD conforme método descrito por 

Giannopolitis e Ries (1977), ambos com modificações. Desta forma, em 0,5 g da amostra fresca 

(já macerado em nitrogênio líquido) foram adicionados 5 mL de tampão fosfato de potássio 

0,100 M (pH 7,0) contendo 1 mM de polivinilpirrolidona insolúvel (PVPP) e 1 mM de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para cada 100 mL de tampão, homogeneizado em 

ultraturrax (Heidolph, modelo SilentCruscher M, Alemanha) por 1 minuto e adicionado 0,1% 

de triton (v/v). O extrato foi mantido em repouso por 15 minutos a 8 ºC e após centrifugado a 

12.000 rpm por 10 min a 4 °C em centrífuga (Hitachi, modelo CR22N, Japão). O sobrenadante 

foi usado para os ensaios enzimáticos. Para atividade da POD, foi utilizado 100 µl do extrato 

enzimático. Imediatamente após a adição de 2,9 mL de uma mistura reacional contendo tampão 

fosfato de potássio:guaiacol:H2O2 (5 mL:0,0125 mL:0,0163 mL) foi definida a atividade 

enzimática como o aumento da absorbância por minuto, quantificada a 470 nm em leitura de 

microplacas (PerkinElmer, modelo EnSpire, EUA), sendo o resultado expresso em densidade 

óptica (DO) mg-1 de proteínas minuto-1. Para atividade da SOD, foi utilizado 50 µl do extrato 

enzimático. Após a adição de 2,950 mL de uma mistura reacional contendo metionina:azul de 

nitrotetrazólio cloreto:EDTA:riboflavina (13 mM:NBT;75 mM:100 nM:2 mM) em tampão 
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fosfato de potássio (50 mM, pH 7,8) a reação foi iniciada pela iluminação dos tubos, em câmaras 

compostas por tubos fluorescentes (15 W), a 25ºC. Após 5 a 10 minutos de incubação, o final 

da catálise será determinado pela interrupção da luz. O composto azul formado (formazana) 

pela fotoredução do NBT foi determinado pela leitura em espectrofotômetro a 560 nm. Os tubos 

considerados “branco” para a análise receberam os mesmos reagentes, porém foram mantidos 

cobertos com papel alumínio, portanto, abrigados da luz. Uma unidade de SOD foi definida 

como a atividade da enzima necessária para a inibição de 50% da fotorredução do NBT. Para o 

cálculo da atividade específica da enzima, foi considerado a porcentagem de inibição obtida, o 

volume da amostra e a concentração de proteína na amostra (mg mL-1). 

O conteúdo de H2O2 foi determinado de acordo com Loreto e Velikova (2001). 

Aproximadamente 0,6 g de amostras congeladas foram homogeneizadas em 4 ml de 0,1% (p/v) 

de ácido tricloroacético. O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 min a 4°C.  A 

concentração de H2O2 do sobrenadante foi avaliada comparando sua absorbância e 1 ml de 

tampão fosfato de potássio 10 mM (pH 7,0) e 2 ml de 1 iodeto de potássio a 390 nm com uma 

curva de calibração padrão. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo utilizadas 

4 repetições e unidade experimental composta de 25 frutos. Os dados em porcentagem foram 

transformados em arsen[(x+0,5)/100]1/2 antes da ANOVA e as médias de tratamentos foram 

comparadas pelo teste de LSD (p<0,05). 

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Houve interação entre os fatores avaliados para as variáveis taxa de produção de etileno, 

firmeza de polpa, incidência de podridões na saída da câmara, incidência de polpa farinácea, 

CFT (casca e polpa), AAT na polpa pelo método DPPH, atividade da enzima POD (casca e 

polpa) e conteúdo de H2O2 da polpa. 

Em frutos no estádio M1, a produção de etileno manteve-se em níveis reduzidos durante 

os sete dias de prateleira, sem diferenças entre o controle, 1-MCP ou NO (Figura 1.A). Essa 

ausência de pico climatérico em frutos menos maduros está associada a menor sensibilidade e 

menor produção endógena de etileno (PECH et al., 2012). Em contraste, frutos do M2 exibiram 

aumento progressivo da taxa de produção de etileno no tratamento controle, caracterizando o 

pico climatérico (Figura 1.B). Tanto o 1-MCP quanto o NO atenuaram esse incremento e, no 

dia 1, o NO reduziu a taxa de produção de etileno a valores inferiores aos obtidos com 1-MCP, 

sugerindo que o NO pode atuar como um modulador inicial da síntese de etileno, como 
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mostrado por Corpas, González-Gordo e Palma (2020), Manjunatha et al. (2012) e Palma et al. 

(2019). Esse efeito do NO está relacionado à inibição da atividade da enzima ACO, responsável 

pela conversão de ACC em etileno, mecanismo já relatado em outros estudos (BUET et al., 

2021; LI; YU; LIAO, 2022). Para o 1-MCP, a dependência do efeito em relação ao estádio de 

maturação corrobora evidências de que sua eficácia varia com o grau de maturação: frutos mais 

maduros tendem a apresentar maior concentração interna de etileno e maior proporção de 

receptores disponíveis para o bloqueio competitivo do 1-MCP, razão pela qual recuperam mais 

rapidamente a percepção de etileno após o tratamento (SATEKGE; MAGWAZA, 2022; 

WATKINS; NOCK, 2012). Após o dia 3, a diferença entre 1-MCP e NO diminuiu, mas ambos 

mantiveram a taxa de produção de etileno no M2 entre 30% e 90% abaixo do controle até o dia 

7. Em síntese, os resultados confirmam que a resposta ao 1-MCP e ao NO é dependente do 

ponto de maturação: no M1, a baixa demanda endógena por etileno torna a supressão adicional 

desnecessária, enquanto no M2 ambas as tecnologias são essenciais para conter o pico 

climatérico. Em maçãs ‘Baigent’, a aplicação de NO também reduziu a produção de etileno, 

segundo Coser et al., (2023). 

A taxa respiratória não apresentou diferenças entre os frutos controle e aqueles tratados 

com 1-MCP e NO, independente do estádio de maturação dos frutos na colheita, o que indica 

que, sob a atmosfera controlada e baixa temperatura utilizadas, a limitação de O2 já suprimia o 

metabolismo respiratório, anulando qualquer efeito adicional desses inibidores (Figura 1.C e 

D). Em condições semelhantes, maçãs ‘Nicoter’ armazenadas em O2 ultrabaixo (<0,4kPa) 

também não apresentou redução na taxa respiratória após o tratamento com 1-MCP, reforçando 

que o benefício do bloqueio dos receptores depende do nível de O2 disponível (THEWES et al., 

2024). Para o NO, a literatura apresenta resultados divergentes, pois há relatos de aumento da 

respiração em maças ‘Galaxy’ após uma dose única de 20 µL L-1 (BRACKMANN et al., 2017), 

enquanto em ‘Maxi Gala’ reaplicações durante o armazenamento reduziram a taxa respiratória 

(SOLDATELI et al., 2025), evidenciando que o efeito depende da dose, da frequência de 

aplicação e da cultivar. Dessa forma, a ligeira menor taxa respiratória observada apenas em M1 

nos dias 3 e 7 de avaliação (Figura 1.D).  reflete principalmente o menor grau de 

amadurecimento, pois frutos mais maduros tendem a apresentar uma maior taxa respiratória 

devido ao aumento da atividade metabólica durante o amadurecimento, especialmente em 

frutos climatéricos (KOU et al., 2021; PAUL; PANDEY; SRIVASTAVA, 2012).  
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Figura 1 – Taxas de produção de etileno (ηmol C2H4 kg-1 s-1) e respiratória (ηmol de CO2 kg-1 

s-1) de maçãs ‘Galaxy’ durante o período de prateleira (21±2 ºC e UR de 65±5 %) após sete 

meses de armazenagem em atmosfera controlada (AC; 1,3 kPa O2 + 2,0 kPa de CO2, 1,5±0,2 

°C e UR de 94±2 %), em função da aplicação de 1-metilciclopropeno (1-MCP; 1 µL L-1) e 

óxido nítrico (NO; 2 µL L-1 aplicado a cada 30 dias de armazenagem) em combinação com 

dois estádios de maturação (M1 e M2) dos frutos. 
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*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas quanto a aplicação ou não de 1-MCP e minúscula entre 

diferentes períodos de aplicação de óxido nítrico, diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). A: M1; B: M2; C: 

média dos tratamentos controle, 1-MCP e NO; D: média dos pontos de maturação M1e M2. ns: não significativo. 

Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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Para os atributos de cor, os frutos do M1 apresentaram, independentemente do 

tratamento pós-colheita, valor mais elevado de L e C, em ambas as avaliações, e menor valor 

de h° após 7 dias em condições ambiente, confirmando que a colheita antecipada preserva 

pigmentos verdes por mais tempo. Não foi identificado efeito do 1-MCP e do NO sobre L e h°, 

tanto na saída da câmara, como após 7 dias em condições ambiente. O valor de C foi mais 

elevado em frutos tratados com NO, independentemente do estádio de maturação na colheita 

(Tabela 1). A falta de resposta ao 1-MCP em maçãs ‘Gala’ corrobora estudos que mostraram 

ausência ou efeito mínimo desse inibidor sobre a cor da epiderme de maçãs, mesmo quando há 

retardamento da maturação (LIU; ISLAM; SHERIF, 2022; SIDDIQ et al., 2014). Essa 

limitação pode ser atribuída ao fato de que a degradação de clorofila inicia no pomar, processo 

pouco reversível por tratamentos pós-colheita (FERNÁNDEZ-CANCELO et al., 2022). Para o 

NO, a literatura aponta respostas contrastantes entre cultivares: em ‘Cripps Pink’, aplicações 

únicas de 5-10 µL L-1 não alteraram a cor de fundo (STEFFENS et al., 2021), ao passo que 

reaplicações mensais de 1 µL L-1 em ‘Baigent’ mantiveram a epiderme mais verde (COSER et 

al., 2023). Tais resultados indicam que a eficácia do NO depende da combinação dose x 

frequência de aplicação x cultivar. No presente estudo, uma única aplicação de 2 µL L-1 foi 

provavelmente insuficiente para modular a expressão de genes da degradação de clorofila.  

Dessa forma, a cor da epiderme em maçãs ‘Gala’ mostrou-se governada principalmente pelo 

estádio de maturação na colheita e pelas condições pré-colheita, com intervenções pós-colheita 

via 1-MCP ou NO exercendo influência limitada. 
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Tabela 1 – Atributos de cor de maçãs ‘Galaxy’ (L, C e h°)  após sete meses de armazenagem 

em atmosfera controlada (AC; 1,3 kPa O2 + 2,0 kPa de CO2, 1,5±0,2 °C e UR de 94±2 %), na 

saída da câmara, e após mais sete dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %), em 

função da aplicação de 1-metilciclopropeno (1-MCP; 1 µL L-1) e óxido nítrico (NO; 2 µL L-1 

aplicado a cada 30 dias de armazenagem) em combinação com dois estádios de maturação 

(M1 e M2) dos frutos. 

Trat. Estádio de maturação 

M1 M2 Média M1 M2 Média M1 M2 Média 

L C h° 

Saída da câmara 

Controle 69,9 76,7 73,3 a 35,2 37,7 36,4 b 83,3 82,9 83,1 a 

1-MCP 69,8 78,1 74,0 a 35,4 40,3 37,9 ab 87,7 82,9 85,3 a 

NO 71,7 77,1 74,4 a 38,9 39,6 39,3 a 85,7 82,6 84,2 a 

Média 70,5 B 77,3 A  36,5 B 39,2 A  85,5 A 82,8 A  

CV (%)  4,5   6,6   4,4  

Após 7 dias 

Controle 67,3 75,6 71,5 a 35,4 40,5 37,9 b 85,2 81,4 83,3 a 

1-MCP 69,2 76,1 72,7 a 37,5 41,5 39,5 ab 89,0 83,7 86,3 a 

NO 70,4 75,5 73,0 a 41,1 42,0 41,5 a 88,3 82,4 85,3 a 

Média 69,0 B 75,8 A  38,0 B 41,3 A  87,5 A 82,5 B  

CV (%)  4,6   6,2   3,1  

*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05). Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

Os frutos do M1 apresentaram maior firmeza de polpa do que os frutos de M2, 

independente do tratamento pós-colheita. Nos frutos colhidos neste estádio de maturação não 

houve efeito do 1-MCP e do NO, todavia, em frutos de M2 o 1-MCP proporcionou maior 

firmeza de polpa em comparação com os frutos controle e tradados com NO (Tabela 2). A 

superior resistência dos frutos colhidos precocemente pode ser atribuída a baixa concentração 

interna de etileno e à reduzida atividade de enzimas envolvidas na degradação da parede celular 

nesse estágio, sendo assim, nessas condições, o bloqueio competitivo dos receptores ou a 

inibição da biossíntese de etileno não acrescentam benefício adicional ao processo natural de 

manutenção da firmeza (JUNG; WATKINS, 2014; SU et al., 2022). Zanella e Rossi (2015) 

observaram que o tratamento com 1-MCP em maçãs mostrou maior eficácia na manutenção da 

firmeza nas cultivares ‘Golden Delicious’, ‘Cripps Pink’ e ‘Red Delicious’, enquanto nas 

cultivares ‘Fuji’ e ‘Gala’ o aumento na firmeza foi menos pronunciado. Steffens et. al (2022a) 

também encontraram um efeito da manutenção da firmeza em maçãs ‘Cripps Pink’ tratadas 

com 1-MCP. Similarmente ao resultado encontrado nessa pesquisa, o tratamento com NO não 

mostrou efeito na manutenção da firmeza de maçãs ‘Baigent’, tanto em aplicação única quanto 

em aplicação sequencial (COSER et al., 2023). Por outro lado, em trabalho realizado com 

maçãs ‘Cripps Pink’, em dois pontos de maturação, o NO promoveu uma melhor manutenção 
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da firmeza independente do estádio de maturação do que aqueles frutos que não receberam 

tratamento algum (GULARTE et al., 2024). Desta forma, pode-se concluir que a eficácia do 1-

MCP e do NO na preservação da firmeza de maçãs ‘Gala’ parece ser modulada pelo estádio de 

maturação e pelas características intrínsecas da cultivar.  

 

Tabela 2 – Firmeza de polpa (N), acidez titulável (% ácido málico), sólidos solúveis (°Brix) e 

relação SS/AT em maçãs ‘Galaxy’ após sete meses de armazenagem em atmosfera controlada 

(1,3 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1±0,5ºC e UR 95±2%), mais 7 dias em condições ambiente (21±2 

ºC e UR de 65±5 %), em função da aplicação de 1-metilciclopropeno (1-MCP; 1 µL L-1) e 

óxido nítrico (NO; 2 µL L-1 aplicado a cada 30 dias de armazenagem) em combinação com 

dois estádios de maturação (M1 e M2) dos frutos. 

Tratamento 

Estádio de maturação 

M1 M2 Média M1 M2 Média 

Firmeza de polpa Acidez titulável 

Controle 75,3 Aa 51,2 Bb - 0,43 0,32 0,38 a 

1-MCP 73,0 Aa 56,2 Ba - 0,40 0,33 0,37 a 

NO 72,7 Aa 48,4 Bb - 0,44 0,29 0,36 a 

Média - -  0,42 A 0,32 B  

CV (%)  6,0   7,1  

 Sólidos solúveis Relação SS/AT 

Controle 14,0 13,2 13,6 a 32,5 41,2 36,9 a 

1-MCP 13,9 13,4 13,6 a 34,8 40,6 37,7 a 

NO 14,5 12,9 13,7 a 33,0 44,5 38,7 a 

Média 14,1 A 13,2 B  33,4 B 42,1 A  

CV (%)  5,2   5,1  
*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05). Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

Em relação a AT, independente do tratamento, os frutos do estádio M1 apresentaram 

teor de AT 23% superior à dos frutos do M2 (Tabela 2). Resultado semelhante foi relatado por 

Gularte et. al (2024), que não detectaram efeito do NO sobre a AT de maçãs ‘Cripps Pink’ na 

maturação mais avançada, mas observaram aumento da AT quando o regulador foi aplicado em 

frutos menos maduros. Em outro estudo com a mesma cultivar, o NO nas doses de 10 e 20 µL- 1 

não alterou a AT, enquanto o 1-MCP elevou esse parâmetro (STEFFENS et. al, 2022). 

Entretanto, Brackmann et al. (2017) não observaram efeito na AT em maçãs ‘’Galaxy’ tratadas 

com 20 e 40 µL-1 de NO por 24 h no início do armazenamento. Já Coser et. al (2023) verificaram 

incremento da AT em maçãs ‘Baigent’ tratadas com 1 ou 2 µL-1 de NO a cada 30 dias durante 

o armazenamento. Esses resultados indicam que a resposta da AT ao NO depende sobretudo da 

dose, da frequência e da duração da aplicação, além de variações inerentes entre cultivares. No 
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caso específico da ‘Gala’, a ausência de efeitos do NO ou do 1-MCP sobre a AT pode ser 

atribuída ao baixo estoque inicial de ácido málico, à limitada participação do etileno na 

regulação dos transportadores vacuolares de malato e as condições de AC e baixa temperatura 

que já suprimem a oxidação respiratória desse ácido, restringindo qualquer benefício adicional 

proporcionado por esses reguladores (DeELL et al., 2022; WANG et al., 2023).  

Os frutos do M1 apresentaram um teor de SS 6% superior ao dos frutos do M2 (Tabela 

2). Resultados semelhantes foram relatados por Gularte et. al (2024), que também não 

observaram efeito do NO sobre o teor de SS de maçãs ‘Cripps Pink’ colhidas em dois estádios 

de maturação. Em contraste, Coser et al. (2023) verificaram redução do SS em maçãs ‘Baigent’ 

tratadas com 1 ou 5 µL-1 de NO a cada 30 dias, enquanto Han et. al (2023) reportaram aumento 

desse parâmetro em maçãs ‘Fuji’ submetidas ao mesmo regulador, indicando que a resposta ao 

NO depende da interação de fatores como cultivar, dose, frequência de aplicação e condições 

de armazenamento. No presente estudo, a ausência de efeito do NO sobre o SS sugere que a 

conversão de amido em açucares já havia sido desencadeada antes da colheita e prosseguiu de 

forma amplamente independente de sinais etilênicos, limitando o impacto de inibidores da 

biossíntese de etileno. Quanto ao 1-MCP, sua ineficácia em alterar o SS pode estar relacionada 

ao fato de que o armazenamento em AC e baixa temperatura já reduz drasticamente a respiração 

e o metabolismo de amadurecimento, assim, bloquear a percepção de etileno em um sistema 

metabolicamente lento não proporciona benefício adicional significativo (DeELL et al., 2022). 

Dessa forma, os resultados indicam que o estádio de maturação na colheita e o ambiente de 

armazenamento são os principais determinantes do SS em maçãs ‘Gala’, ao passo que os 

reguladores 1-MCP e NO exercem influência marginal ou dependente da cultivar sobre essa 

variável.  

A relação SS/AT foi inferior nos frutos do estádio M1 quando comparada aos do estádio 

M2 (Tabela 2). De modo semelhante, Steffens et al. (2022a) não detectaram efeito do NO ou 

do 1-MCP sobre a relação SS/AT de maçãs ‘Cripps Pink’. Dependo a espécie estudada espera-

se que a relação SS/AT seja maior ou menor. No caso das maçãs ‘Gala’, que tem por 

característica frutos com alto teor de açúcar e baixa a moderada acidez, era esperado que essa 

relação se apresentasse mais alta.  

Nos frutos nos estádio M1, a incidência de podridões na saída da câmara foi menor tanto 

no controle quanto naqueles tratados com NO, enquanto em M2 apenas o NO manteve esse 

efeito (Tabela 3). Após 7 dias em condição ambiente, frutos do M2 apresentaram incidência 

21% superior à de M1, independente do tratamento. Considerando isoladamente os tratamentos, 

1-MCP e NO reduziram a incidência de podridões em comparação com o controle (Tabela 3). 
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Coser et al. (2023) constataram que o NO reduz a incidência de podridões de maçãs ‘Baigente’ 

em doses de 1, 2, 5 e 10 µL-1. Esses resultados reforçam a hipótese de que o NO induz 

mecanismos de defesa, possivelmente por ativar enzimas do metabolismo dos fenilpropanóides 

e estimular a síntese de compostos fenólicos e lignina, estruturas associadas ao fortalecimento 

celular e à resistência a patógenos (GRAYTON; PURVIS; SCHOENFISCH, 2024; HAN et al., 

2023; HU et al., 2019). Em contraste, em maçãs ‘Gala’ e ‘Fuji’, a aplicação de 1-MCP não 

promoveu alteração significativa na incidência de podridões, tanto na saída do armazenamento 

em AC quanto no período de prateleira (ARGENTA et al., 2021).  Embora o 1-MCP preserve 

a firmeza de polpa e atenue distúrbios fisiológicos como escaldadura superficial, escurecimento 

de polpa e murchamento, em maçãs ele reduz, e podendo inclusive agravar, a incidência de 

podridões, pois o atraso da senescência é contrabalançado pela supressão de vias de defesa 

etileno-dependentes, pela presenta de infecções latentes e pelas condições de AC, resultando 

em proteção contra patógenos insuficiente (ARGENTA et al., 2021; MENG et al., 2023). Dessa 

forma, o estádio de maturação na colheita é o principal determinante da suscetibilidade a 

podridões, e o NO se destaca como regulador mais consistente para preservar a integridade 

tecidual durante o armazenamento de maçãs ‘Gala’. 

 

Tabela 3 – Incidência de podridões (%) e de polpa farinácea (%) em maçãs ‘Galaxy’, após 

sete meses de armazenagem em atmosfera controlada (1,3 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1±0,5ºC e 

UR 95±2%), mais sete dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %), em função da 

aplicação de 1-metilciclopropeno (1-MCP; 1 µL L-1) e óxido nítrico (NO; 2 µL L-1 aplicado a 

cada 30 dias de armazenagem) em combinação com dois estádios de maturação (M1 e M2) 

dos frutos. 

Trat. 

Estádio de maturação 

M1 M2 M1 M2 Média M1 M2 

Podridão 
Polpa farinácea  

Saída da câmara Após 7 dias 

Controle 7,9 Bb 31,0 Aa 4,5 40,3 22,4 a 11,1 Ba 51,8 Aa 

1-MCP 19,1 Aa 23,4 Aa 1,5 14,4 7,9 b 2,5 Ab 7,0 Ac 

NO 7,0 Ab 10,0 Ab 0,0 15,6 7,8 b 2,3 Bb 37,1 Ab 

Média - - 2,0 B 23,4 A  - - 

CV (%) 38,9  61,4  34,9 
*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05). Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

Em relação a polpa farinácea, nos frutos do estádio M1, tanto o 1-MCP quanto o NO 

reduziram a incidência em comparação ao controle, evidenciando que ambos os reguladores 
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retardam esse distúrbio em frutos menos maduros (Tabela 3). Já em M2, a suscetibilidade 

aumentou marcadamente, sendo que apenas o 1-MCP manteve o distúrbio em nível residual, 

enquanto o NO exibiu eficácia intermediária. Considerando isoladamente os tratamentos, o 1-

MCP foi o regulador mais consistente para preservar a textura em ambos os estádios, efeito 

atribuído ao bloqueio competitivo dos receptores de etileno, que reduz a atividade de 

pectinesterase, poligalacturonase (PG), β-galactosidase (β-GAL) e α-L-arabinofuranosidase, 

impede a despolimerização de pectinas, celulose e hemicelulose e ainda retarda a conversão de 

amido em açúcares, mecanismos centrais na prevenção desse distúrbio (MENG et al., 2023). 

De modo consistente com o presente estudo, Thewes et al. (2017) relataram que o 1-MCP 

reduziu de forma expressiva a incidência de polpa farinácea em maçãs ‘Galaxy’, sobretudo em 

frutos colhidos em maturidade tardia. De forma complementar, o NO também exerce papel na 

regulação da rigidez da parede celular e na prevenção da degradação de pectinas e 

hemiceluloses (BUET et al., 2021; LIU et al., 2023), embora sua eficácia diminua em frutos 

colhidos mais maduros. De maneira análoga, Coser et al. (2023) constataram redução 

expressiva da polpa farinácea em maçãs ‘Baigent’, independente da dose ou do momento de 

aplicação. Além disso, o resultado obtido de menor incidência de polpa farinácea está 

correlacionado a menor síntese de etileno, decorrente dos tratamentos com 1-MCP e NO, 

apresentada neste estudo (Erro! Fonte de referência não encontrada.), que tem como 

consequência o atraso no amolecimento dos frutos. 

Em relação aos CFT, o 1-MCP não alterou os teores na casca; entretanto, na polpa do 

estádio M2, foi significativamente maior em comparação ao controle, sem diferir do NO 

(Tabela 4). Esse comportamento neutro ou apenas moderadamente positivo está de acordo com 

a elevada variabilidade cultivar-dependente relatada para o 1-MCP: enquanto cultivares como 

‘Red Delicious’ mantêm teores após o tratamento, outras registram reduções de até 50% durante 

o armazenamento (HOANG; GOLDING; WILKES, 2011; KOLNIAK-OSTEK et al., 2014; 

FERREIRA; RIBEIRO; NUNES, 2024). Tal heterogeneidade sugere que o bloqueio 

competitivo dos receptores de etileno interfere ne modo distinto no metabolismo 

fenilpropanóides, modulando a síntese ou a degradação de fenólicos conforme a base genética 

e as condições de armazenamento. Já o NO, nos frutos do estádio M1, diminuiu 

significativamente os teores na casca na polpa (Tabela 4). Esse efeito pode estar relacionado ao 

papel do NO na regulação do metabolismo fenilpropanóide, promovendo a diminuição da 

atividade das enzimas envolvidas na biossíntese desses compostos, como a PAL (SIDDIQUI et 

al., 2024). Essa regulação pode resultar na menor síntese ou maior degradação dos compostos 

fenólicos, contribuindo para a redução observada. Em contraste, no M2 o NO elevou o teor de 
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CFT, indicando que, em tecidos mais maduros, o regulador atua como sinalizador de estresse e 

estimula a síntese de metabólitos secundários (LIU et al., 2023; LI; YUO; LIAO, 2022). De 

forma coerente, Coser et al. (2023) observaram que uma única aplicação de NO no início do 

armazenamento não alterou o CFT, contudo, aplicações sequenciais aumentaram 

progressivamente esse parâmetro, sendo o maior acréscimo registrado quando 5 µL-1 de NO 

foram aplicados tanto no início quanto no final do armazenamento em AC. Como os compostos 

fenólicos contribuem para a defesa antioxidante e influenciam cor, sabor e resistência ao 

estresse oxidativo (LIU et al., 2023; DE LA ROSA et al., 2019), a resposta maturidade-

dependente observada reforça que o NO pode tanto inibir a síntese de CFT em frutos menos 

maduros quanto estimular sua acumulação em frutos mais maduros.  

Quanto a AAT determinada pelo método DPPH, a casca dos frutos do estádio M2 

apresentou valores superiores aos da M1. Ambos os reguladores, entretanto, reduziram essa 

atividade, pois 1-MCP e NO não diferiram entre si e permaneceram abaixo do controle (Tabela 

4). Na polpa, o NO aumentou a AAT apenas em M1, superando controle e 1-MCP; em M2, não 

houve diferença entre tratamentos. Pelo método ABTS, a AAT da casca não vario entre  

estádios, mas foi suprimida pelo NO em comparação ao controle e 1-MCP. Na polpa, os 

tratamentos não diferiram, enquanto os frutos da M2 exibiram atividade maior que os de M1, 

evidenciando que maturação mais avançada favorece a capacidade antioxidante interna (Tabela 

4). Esses resultados confirmam que a resposta antioxidante depende do tecido e do grau de 

maturação. O 1-MCP, ao bloquear a sinalização de etileno, pode reduzir a síntese 

fenilpropanóide e, consequentemente, a AAT em cultivares sensíveis, embora mais responsivos 

apresentem efeito neutro ou positivo (HOANG; GOLDING; WILKES, 2011; ZUCOLOTO et 

al., 2017). Em ‘Ruby-S’, por exemplo, o 1-MCP retardou a queda da AAT na casca, mas não 

afetou a polpa (WIN et al., 2022), enquanto em ‘Red Cap’, a polpa apresentou atividade 

superior à casca (KRUPA; ZARAŚ-JANUSZKIEWICZ; KISTECHOK, 2021). O NO atua 

como sinal de estresse moderado que induz a síntese de fenólicos e enzimas antioxidantes em 

tecidos internos fisiologicamente jovens, explicando o aumento observado na polpa de M1; 

contudo, pode promover nitrosilação ou oxidação de antioxidantes já presentes na epiderme, 

reduzindo a AAT superficial e, em M2, gerando resposta amortecida pela saturação redox do 

tecido (LI; YU; LIAO, 2022; ZHANG et al., 2023a). Corroborando essa dinâmica, Gularte et 

al. (2023) relataram ausência de efeito do NO em ‘Cripps Pink’. Por fim, o incremento geral da 

AAT em frutos mais maduros reforça a tendência de acúmulo de compostos antirradicais 

hidrossolúveis após o armazenamento em AC.  
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Tabela 4 – Compostos fenólicos totais (CFT; mg EAG 100-1 MF), Atividade antioxidante 

total (AAT) pelo método DPPH  (µMol Trolox 100g-1 MF) e pelo método ABTS (µMol 

Trolox g-1 MF) em casca e polpa de maçãs ‘Galaxy’, após sete meses de armazenagem em 

atmosfera controlada (1,3 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1±0,5ºC e UR 95±2%), mais sete dias em 

condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %), em função da aplicação de 1-

metilciclopropeno (1-MCP; 1 µL L-1) e óxido nítrico (NO; 2 µL L-1 aplicado a cada 30 dias de 

armazenagem) em combinação com dois estádios de maturação (M1 e M2) dos frutos. 

Tratamentos 

Estádio de maturação 

M1 M2 Média M1 M2 Média 

CFT 

Casca Polpa 

Controle 365,5 Aa 342,4 Ab - 377,7 Aa 312,7 Bb - 

1-MCP 363,9 Aa 354,4 Ab - 358,5 Aa 344,0 Aa - 

NO 303,9 Bb 423,4 Aa - 316,9 Ab 332,9 Aab - 

CV (%) 11,0  4,64  

 DPPH 

Casca Polpa 

Controle 257,4 278,4 267,9 a 187,9 Bb 207,4 Aa - 

1-MCP 236,9 256,3 246,6 b 192,7 Bb 206,2 Aa - 

NO 250,1 257,7 253,9 b 209,1 Aa 207,4 Aa - 

Média 248,2 B 264,1 A  - -  

CV (%) 5,02  3,12  

 ABTS 

Casca Polpa 

Controle 40,1 35,8 37,9 ab 47,7 49,3 48,5 a 

1-MCP 42,6 39,4 41,2 a 50,1 51,0 50,6 a 

NO 36,0 35,9 36,0 b 46,2 50,4 48,3 a 

Média 39,6 A 37,2 A  48,0 B 50,2 A  

CV (%) 10,4  5,24  
*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05). Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

Na casca, a atividade da POD não diferiu entre estádios de maturação nem entre 

tratamentos, indicando baixo acúmulo de H2O2 nesse tecido. Na polpa, contudo, o NO reduziu 

a atividade da POD em relação ao controle e ao 1-MCP (Tabela 5), efeito atribuído ao regulação 

negativa dessa enzima quando o estresse oxidativo é brando, evitando consumo desnecessário 

de fenóis e lignificação excessiva (LIU; JING; ZHU, 2022). Para a SOD na casca, o NO 

diminuiu a atividade no estádio M1, possivelmente porque neutralizou O2
- de forma direta, mas 

a elevou em M2; ainda assim, os valores em M2 não diferiram daqueles obtidos com 1-MCP, 

embora ambos superassem o controle, o que reforça a indução de SOD relatada para NO sob 

aumento de EROs (LIU; JING; ZHU, 2022; STEFFENS et al., 2021) e para 1-MCP na 

prevenção de distúrbios fisiológicos (SHAHAM; LERS; LURIE, 2003). Na polpa, 1-MCP e 
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NO aumentaram a atividade da SOD em M1, enquanto em M2 não se observaram diferenças 

entre tratamentos (Tabela 5), sugerindo que, em frutos menor maduros, o bloqueio de etileno e 

o sinal redox de NO preparam a primeira linha de defesa contra picos de EROs, ao passo que, 

em frutos mais maduros, outras enzimas (por exemplo, catalase) assumem esse papel (MASIA, 

1998). De acordo com essa hipótese, Gularte et al. (2023) relataram que o NO, embora não 

altere SOD e POD, eleva a atividade da catalase na polpa, com pico de resposta próximo a 6,7 

de NO, destacando o papel central dessa enzima na detoxificação de H2O2 em condições de 

estresse moderado. Lee et al. (2012) observaram que o efeito do 1-MCP sobre as atividades da 

POD e SOD em maçãs ‘Empire’ varia conforme a temperatura de armazenamento, pois a 0,5 

ºC as atividades enzimáticas permaneceram inferiores às do controle, enquanto a 3,3 ºC 

apresentaram maior atividade nos frutos tratados em comparação ao controle. Assim, neste 

estudo, o NO atuou como modulador bidirecional, pois reprimiu POD e SOD quando o estresse 

foi baixo e estimulou SOD quando o estresse aumentou. O 1-MCP apresentou efeito seletivo 

ao elevar a SOD em M1 sem alterar significativamente a POD. Esse balanço entre SOD e POD 

limitou peroxidação lipídica e contribuiu para a preservação da qualidade pós-colheita. 

Os frutos tratados com NO apresentaram, em média, maior conteúdo de H₂O₂ na casca, 

enquanto o 1-MCP reduziu esses níveis, porém, ambos os tratamentos não diferiram 

estatisticamente do controle (Tabela 5). Na polpa, frutos tratados com 1-MCP do estádio M1 

exibiram maior conteúdo de H₂O₂, não diferindo daqueles tratados com NO ou controle. Esses 

resultados indicam que o NO pode influenciar o equilíbrio redox celular, modulando tanto a 

produção de EROs quanto a ativação de mecanismos antioxidantes (STEELHEART et al., 

2019a). O NO atua como molécula sinalizadora, estimulando enzimas antioxidantes como 

SOD, POD, catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), responsáveis pela degradação do 

H₂O₂. Além disso, pode modular diretamente a geração de EROs, dependendo da concentração 

utilizada e das condições experimentais, resultando em ajustes finos na resposta antioxidante 

celular sem provocar necessariamente aumentos expressivos nos níveis totais de H₂O₂. Em 

concordância, o tratamento com NO em maçãs 'Baigent' reduziu o teor de H2O2, com 5 μL L-1 

de NO aplicado no início e no final do armazenamento em AC apresentando os melhores 

resultados (COSER et al., 2023). Em maçãs 'Cripps Pink', as aplicações semanais de NO 

durante o armazenamento em AC, particularmente a 6 μL L-1, também melhoraram os 

mecanismos de defesa antioxidante e reduziram o teor de H2O2 (GULARTE et al., 2023). Por 

outro lado, o efeito do 1-MCP está associado principalmente à inibição da ação do etileno, 

resultando em menor metabolismo respiratório e, consequentemente, reduzindo a geração de 

EROs, como o H₂O₂ (THEWES et al., 2017; MDITSHWA et al., 2018). Corroborando, o 
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tratamento com 1-MCP reduziu os níveis de H2O2 em maçãs 'Golden Smoothee' e 

simultaneamente aumentou o potencial antioxidante enzimático (LARRIGAUDIÈRE et al., 

2005; VILAPLANA et al., 2006). Tal regulação dinâmica promovida por ambos os tratamentos 

parece depender do estádio de maturação dos frutos, evidenciando a complexidade das 

interações entre os reguladores pós-colheita e os processos oxidativos e antioxidantes celulares. 

 

Tabela 5 – Atividade das enzimas peroxidase (POD; DO mg-1 de proteína minuto-1) e 

superóxido dismutase (SOD; mg mL-1) e conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2 µmol g-1 

de amostra) em maçãs ‘Galaxy’, após sete meses de armazenagem em atmosfera controlada 

(1,3 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1±0,5ºC e UR 95±2%), mais sete dias em condições ambiente 

(21±2 ºC e UR de 65±5 %), em função da aplicação de 1-metilciclopropeno (1-MCP; 1 µL L-

1) e óxido nítrico (NO; 2 µL L-1 aplicado a cada 30 dias de armazenagem) em combinação 

com dois estádios de maturação (M1 e M2) dos frutos. 

Tratamentos 

Estádio de maturação 

M1 M2 Média M1 M2 Média 

POD 

Casca Polpa 

Controle 48,8 45,5 47,2 a 22,4 19,1 20,7 a 

1-MCP 44,1 38,1 41,1 a 16,7 13,2 14,9 b 

NO 30,2 43,8 37,0 a 9,4 12,0 10,7 c 

 41,1 A 42,5 A  16,2 A 14,8 A  

CV (%) 27,0 23,4 

 SOD 

Casca Polpa 

Controle 36,2 Aab 27,6 Ab - 9,5 Bb 14,1 Aa - 

1-MCP 45,6 Aa 37,9 Aab - 18,3 Aa 16,1 Aa - 

NO 28,0 Bb 47,6 Aa - 21,1 Aa 16,6 Ba - 

Média - -  - -  

CV (%) 28,6 12,5 

 H2O2 

Casca Polpa 

Controle 0,84 0,79 0,82 ab 0,29 Ab 0,44 Aa - 

1-MCP 0,78 0,79 0,79 b 0,51 Aa 0,33 Ba - 

NO 0,92 0,82 0,87 a 0,43 Aab 0,39 Aa - 

Média 0,85 A 0,80 A  - -  

CV (%) 7,5 25,3 
*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05). Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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2.4 CONCLUSÃO 

 

A aplicação de NO e 1-MCP durante o armazenamento em AC de maçãs ‘Galaxy’ 

proporcionou efeitos distintos na manutenção da qualidade, dependendo do estádio de 

maturação. Em frutos colhidos mais precocemente, os tratamentos tiveram influência limitada. 

Já em frutos colhidos em maturação mais avançada, o 1-MCP foi mais eficaz na preservação 

da firmeza e prevenção de polpa farinácea, enquanto o NO reduziu significativamente a 

incidência de podridões. Assim, tanto o NO quanto o 1-MCP demonstraram potencial para uso 

em AC, com benefícios específicos relacionados ao estádio de maturação de maçãs ‘Gala’. 
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3 QUALIDADE DE MAÇÃS ‘GALAXY’ SUBMETIDAS A DIFERENTES DOSES 

DE ÓXIDO NÍTRICO EM ATMOSFERA CONTROLADA 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

O óxido nítrico (NO) é um radical livre que é gerado endogenamente em células 

vegetais, atua diretamente na célula ou por meio de uma família de moléculas derivadas, 

designadas como espécies reativas de nitrogênio (RNS) ((CORPAS; GONZÁLEZ-GORDO; 

PALMA, 2020). Essa molécula possui uma vida curta e é extremamente difusível. Inicialmente, 

o NO foi considerado um poluente ambiental potencialmente perigoso, porém, atualmente, tem 

sido demonstrado que ele desempenha um papel em diversos processos biológicos, tais como 

movimento estomático, respiração da planta, germinação de sementes, diferenciação de células 

e amadurecimento de frutos (SINGH et al., 2013). 

Apesar de diversos estudos revelarem uma variedade de funções e reatividade em 

organismos fotossintéticos, a produção de NO em plantas ainda não é totalmente compreendida. 

A síntese de NO em plantas pode ser através de duas rotas principais: uma redutora e outra 

oxidativa. A via redutiva baseia-se na redução de nitritos a NO, enquanto a via oxidativa baseia-

se na oxidação de moléculas aminadas (ASTIER; GROSS; DURNER, 2018). 

Com relação a frutos, trabalhos pioneiros, publicados no início dos anos 2000, 

demonstraram que o NO está envolvido na regulação do amadurecimento ((LESHEM; 

PINCHASOV, 2000). A aplicação de NO em baixas concentrações retarda o processo de 

amadurecimento, pela redução na síntese de etileno (MANJUNATHA et al., 2012; PALMA et 

al., 2019). Além disso, o NO possivelmente exerce também a função de proteção à célula, 

reduzindo o estresse oxidativo por meio da ativação de enzimas antioxidantes e aumento na 

concentração de moléculas antioxidantes (MANJUNATHA et al., 2012; MANJUNATHA; 

LOKESH; NEELWARNE, 2010; PALMA et al., 2019), podendo prevenir a manifestação de 

distúrbios fisiológicos (PALMA et al., 2019). Pelo fato de atuar sobre a síntese de etileno e 

sobre o estresse oxidativo celular, o NO pode retardar o processo de amadurecimento dos frutos 

e reduzir a incidência de distúrbios fisiológicos, contribuindo assim para uma melhor 

manutenção da qualidade de maçãs armazenadas em AC. 

O NO aparece como uma alternativa interessante para regular o amadurecimento dos 

maçãs. Em ‘Baigent’, por exemplo, a reaplicação de 5 L-1 de NO no início e ao final de 7 meses 

de atmosfera controlada (AC) reduziu o pico climatérico de etileno, manteve a coloração de 

fundo mais verde e diminuiu a incidência de polpa farinácea e escurecimento interno, ao mesmo 
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tempo em que preservou compostos fenólicos totais e restringiu a formação de H2O2 (COSER 

et al., 2023). Resultados semelhantes foram observados em ‘Maxi Gala’, quando o NO (10 + 

10 L-1) foi reaplicado em AC com O2 extremamente baixo, houve menor atividade da ACO, 

menor respiração e manutenção da firmeza após 7 meses de armazenamento, além da atenuação 

de compostos voláteis indesejáveis (SOLDATELI et al., 2025). Em ambientes de AC-ULO 

(ultra-baixo O2), Gularte et al. (2024) demonstraram que doses semanais de 5-7 L-1 de NO 

reduziram a taxa respiratória, a produção de etileno e compostos do metabolismo anaeróbico, 

preservando a firmeza de polpa em ‘Cripps Pink’ durante oito meses. Mesmo sob refrigeração 

convencional, a exposição pré-armazenamento a 10 L-1 de NO por 8 horas retardou o 

amarelecimento da epiderme e diminuiu o escurecimento de polpa em ‘Cripps Pink’, sendo que 

esse efeito se intensificou quando o gás foi combinado com 1-MCP ou etanol, elevando a 

capacidade antioxidante e o teor de fenólicos totais (STEFFENS et al., 2022a). Em ‘Galaxy’, o 

NO aplicado a 40 L-1 antes da AC suprimiu a atividade da ACO, reduziu a respiração e limitou 

distúrbios fisiológicos durante oito meses, enquanto doses mais baixas se mostraram menos 

eficazes (BRACKMANN et al., 2017). 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicação de NO em AC, 

em diferentes doses no início do armazenamento, sobre a manutenção da qualidade de maçãs 

‘Gala’.  

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os frutos da cultivar Galaxy, utilizados no presente trabalho, foram colhidos na safra 

2021/22, em dois pomares comerciais localizados nos municípios de São Joaquim, SC, e 

Vacaria, RS. Após a colheita os frutos foram transportados ao laboratório para o preparo das 

amostras, implantação e condução do experimento. O experimento consistiu em doses de 

aplicação de NO, sendo avaliado os tratamentos: controle (apenas AC) e aplicação única, no 

início do armazenamento, de NO nas doses de 5, 10, 20 e 40 µL L-1. A condição de AC utilizada 

foi 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa de CO2, na temperatura de 1,5±0,2 °C e UR de 94±2 %. 

O NO foi aplicado após o estabelecimento rápido das condições de armazenamento em 

AC até se obter as concentrações preestabelecidas nos tratamentos. Os frutos foram alocados 

em microcâmaras de 80 L sendo que elas foram lavadas com nitrogênio para reduzir a pressão 

parcial de O2 até 1 kPa e a concentração de CO2 foi deixada livre. No dia seguinte foi corrigida 

a atmosfera das microcâmaras de forma manual e após foi realizada a aplicação do NO. Os 
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frutos permaneceram expostos ao tratamento com NO por 24 horas. Para a aplicação de NO foi 

utilizada uma mistura gasosa padrão de trabalho (1000 μL L-1 de NO + balanço N2).  

Após a aplicação do NO, os frutos de todos os tratamentos foram armazenados durante 

6 meses em uma mesma microcâmara de AC de 240 L. As condições de AC foram rapidamente 

estabelecidas sendo que as câmaras foram lavadas com nitrogênio para reduzir a pressão parcial 

de O2, até 1,0 kPa. A pressão parcial de CO2 foi obtida inicialmente pela respiração dos frutos. 

Cada vez que sua concentração era superior a 2,0 kPa, o CO2 era absorvido. O monitoramento 

e o controle das pressões parciais de O2 e CO2 foram realizados de forma automatizada, com 

auxílio do software Isosoft® (IsolCell) e analisador Multiplex® (IsolCell). 

Na saída da câmara (aos 6 meses de armazenamento), os frutos foram avaliados quanto 

às variáveis taxas respiratória e de produção de etileno, cor de fundo da epiderme e incidência 

de podridões. Após mais 7 dias em condições ambiente (6 meses de armazenamentos seguidos 

por 7 dias em condições ambiente), os frutos foram avaliados quanto as mesmas variáveis da 

saída da câmara e quanto à firmeza de polpa, polpa farinácea, acidez titulável, sólidos solúveis, 

compostos fenólicos totais e atividade antioxidante total (ABTS e DPPH). A metodologia 

utilizada para avaliar as variáveis citadas acima estão descritas na metodologia da seção 2. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo utilizadas 

4 repetições e unidade experimental composta de 30 frutos. Os dados em porcentagem foram 

transformados em arsen[(x+0,5)/100]1/2 antes da ANOVA, os dados foram submetidos a 

análise de regressão com exceção dos dados das taxas respiratórias e de produção de etileno 

que foram submetidos ao teste de LSD (p<0,05).  

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1 São Joaquim 

 

Na colheita, os frutos de São Joaquim apresentavam índice iodo-amido 4,7, firmeza de 

polpa de 80,5 N, acidez titulável de 0,47 % de ácido málico, sólidos solúveis de 12,9 ºBrix e os 

seguintes valores para os atributos de cor da epiderme L de 75,5, C de 38,3 C e h° de 93,7. 

No primeiro dia de prateleira, a taxa respiratória foi menor na dose de 40 µL L-1 de NO 

seguido pelos frutos que foram tratados com 10 µL L-1 de NO, porém estes não diferiram dos 

frutos que receberam 5 µL-1 de NO (Figura 2.A). Esse efeito pode ser explicado pelo fato de 

que o NO atua na respiração mitocondrial, inibindo a atividade do citocromo c oxidase da cadeia 

respiratória mitocondrial, que reduz a afinidade deste complexo pelo oxigênio (WANG et al., 
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2021). Além disso, o NO reduz o conteúdo de citocromo c, que contribui para a diminuição da 

respiração mitocondrial (WANG et al., 2021; ZHANG et al., 2023b). Após três dias de 

prateleira, as maçãs não tratadas com NO apresentaram menor taxa respiratória, sem diferir dos 

frutos que foram tratados com 5 µL L-1 de NO. No quinto dia de prateleira, as maçãs que não 

receberam o tratamento com NO e as maçãs tratadas com 5 µL L-1 de NO apresentaram menor 

taxa respiratória. No sétimo dia de prateleira, os frutos sem tratamento com NO tiveram menor 

taxa respiratória, sem diferir dos frutos tratados com 5 µL L-1 e 40 µL L-1 de NO (Figura 2.A). 

A redução da taxa respiratória nos frutos controle e naqueles tratados com 5 µL-1 a partir do 

quinto dia de prateleira indica progressão precoce para a fase pós-climatérica, quando o 

metabolismo respiratório declina naturalmente. Em contrapartida, doses maiores que 10 µL L-

1 mantiveram taxas mais elevadas, provavelmente em função da ativação de respostas 

antioxidantes desencadeadas por leve estresse oxidativo. Essa interpretação é corroborada pela 

concomitante redução do teor de compostos fenólicos (Figura 4) e por relatos de aumento da 

respiração, produção de etileno e acúmulo de espécies reativas de oxigênio em maças expostas 

a 20 µL L-1 de NO ou a concentrações supra-ótimas desse gás (BRACKMANN et al., 2017; 

SOLDATELI et al., 2025).  

A produção de etileno, um hormônio regulador-chave do amadurecimento, também foi 

influenciada pela aplicação de NO (Figura 2.B). No primeiro dia de prateleira, a menor taxa de 

produção de etileno foi observada nos frutos tratados com 5 µL L-¹ de NO, embora sem 

diferença estatística em relação aos frutos sem aplicação de NO e aos que receberam 40 µL L-

¹ de NO. No terceiro dia, os frutos sem tratamento com NO apresentaram menor taxa de 

produção de etileno, sem diferir dos frutos tratados com 20 µL L-¹ de NO enquanto frutos 

tratados com 40 µL L-¹ apresentaram maior taxa. Esse comportamento pode indicar atenuação 

do efeito inibitório em concentrações mais elevadas com o avanço do período de prateleira. No 

quinto dia de prateleira, os frutos tratados com 40 µL L-1 de NO apresentaram maior taxa de 

produção de etileno, evidenciando um possível pico climatérico. Esse aumento pode estar 

relacionado à regulação diferenciada do metabolismo pelo NO ao longo do período de 

prateleira, reforçando a ideia de que seu efeito é dependente da dose. Estudos prévios sugerem 

que o NO pode inibir a atividade da ACO, enzima-chave na biossíntese do etileno, retardando 

sua produção inicial (SIDDIQUI et al., 2024; ZHANG et al., 2020). Em consonância, Coser et 

al. (2023) verificaram que, em maçãs ‘Baigent’, a aplicação de 5 µL L-1 de NO (a cada 30 dias 

ou combinada no início e no final do armazenamento) reduziu significativamente a produção 

de etileno no primeiro dia de vida útil, mas levou a um pico climatérico mais pronunciado no 

terceiro dia; curiosamente, no quinto dia, essa mesma dose apresentou novamente redução na 
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taxa de produção de etileno. Entretanto, como o tratamento com NO foi aplicado apenas no 

início do armazenamento em AC, a formação do complexo ternário enzimático pode ter se 

degradado ao longo da estocagem, reduzindo sua eficácia inibitória após vários dias de 

prateleira. Adicionalmente, concentrações elevadas de NO podem ter favorecido o acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), que podem desencadear estresse oxidativo irreversível 

nas membranas celulares, acarretando um efeito cascata de aumento de etileno (VANDELLE; 

DELLEDONNE, 2011). No sétimo dia, os frutos sem tratamento com NO continuaram a 

apresentar as menores taxas de produção de etileno, sem diferir dos frutos tratados com 5 µL 

L-1 de NO. 

 

Figura 2 – Taxas  respiratória (A; ηmol CO2 kg-1 s-1) e de produção de etileno (B; pmol C2H4 

kg-1 s-1) de maçãs ‘Galaxy’ provenientes do município de São Joaquim – SC durante o 

período de prateleira (21±2 ºC e UR de 65±5 %), após seis meses de armazenamento em 

atmosfera controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %), em 

função da aplicação de óxido nítrico (NO) em diferentes doses depois do armazenamento em 

AC. 
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*Médias seguidas por letras diferentes em cada data diferem entre si pelo teste LSD (p < 0,05). Fonte: elaborada 

pela autora (2025). 
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Quanto aos atributos de cor, não houve diferença significativa para o croma (C), na saída 

de câmara e após os sete dias em temperatura ambiente, e para o atributo ângulo hue (h°) na 

saída da câmara (Tabela 6). Para a luminosidade (L), os frutos que não foram tratados com NO 

exibiram maior valor, sendo que até a dose de 20 µL L-1 de NO houve redução dos valores de 

L, a partir da qual houve incremento, atingindo na dose de 40 µL L-1 valores intermediários 

(Figura 3.A). No entanto, após sete dias de prateleira, há um leve incremento no atributo de cor 

L até a dose de 10 µL L-1, a partir da qual há uma redução com os menores valores obtidos na 

dose de 40 µL L-1 (Figura 3.B). Para o ângulo hue (hº), após sete dias de prateleira, houve leve 

incremento nos valores até a dose de 10 µL L-1, com posterior decrescimento com o incremento 

da dose de NO aplicada nos frutos, com os menores valores na dose de 40 µL L-1 (Figura 3.C). 

A modulação dose-dependente de NO pode regular a degradação de clorofilas pela ativação de 

enzimas como a clorofilase, mas também pode estimular a biossíntese de carotenoides (β-

caroteno e luteína) em resposta ao estresse oxidativo provocado por EROs geradas em altas 

concentrações de NO (MADEBO et al., 2024; WANG; LUO; DU, 2015). Os resultados 

indicam que o NO apresenta efeito dependente da dose. Concentrações entre 5 e 20 µL L-1 

parecem atuar na preservação da cor dos frutos, enquanto doses mais elevadas (>20 µL L-1) 

podem acelerar mudanças na coloração durante o período de prateleira. 

 

Tabela 6 – Atributos de cor de maçãs ‘Galaxy’ provenientes do município de São Joaquim – 

SC, na saída da câmara e após sete dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %) 

após seis meses de armazenamento em atmosfera controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 

1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %), em função da aplicação de óxido nítrico (NO) em diferentes 

doses depois do armazenamento em AC. 

Tratamentos 

(NO) 

L C ho L C ho 

Saída da câmara 7 dias 

0 µL L-1 78,2 40,6ns 95,8ns 83,0 48,2ns 94,7 

5 µL L-1 77,1 42,8 97,2 82,4 50,2 96,2 

10 µL L-1 73,3 42,1 99,2 83,8 49,3 94,5 

20 µL L-1 70,2 40,8 98,3 83,2 49,0 95,4 

40 µL L-1 73,3 42,0 98,1 75,2 46,6 90,3 
ns: não significativo pelo teste de regressão. Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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Figura 3 – Atributos de cor de maçãs ‘Galaxy’ provenientes do município de São Joaquim – 

SC, após seis meses de armazenagem em atmosfera controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa 

CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) seguidos de mais sete dias em condições ambiente (21±2 

ºC e UR de 65± 5%) em função da aplicação de óxido nítrico (NO) em diferentes doses 

depois do armazenamento em AC. 
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Para a incidência de podridões e de polpa farinácea, SS, AT e firmeza de polpa, não 

houve diferença entre os tratamentos com aplicação de NO (Tabela 7). Esses resultados 

contrastam parcialmente com estudos anteriores que reportaram efeitos benéficos do NO na 

preservação de características físico-químicas e na redução de distúrbios fisiológicos e 

podridões em frutos (GULARTE et al., 2022; HU et al., 2019; STEFFENS et al., 2022a). Han 

et al. (2023) verificaram que o tratamento com 0,1 µmol L-1 de nitroprussiato de sódio (SNP), 

um doador de NO, reduziu significativamente a incidência de podridão em maçãs ‘Fuji” 

inoculadas com Alternaria alternata. Coser et al. (2023) relataram que maçãs ‘Baigent’ 

armazenadas em AC e tratadas com NO a 1 µL L-1 e 2 µL L-1 a cada 30 dias apresentaram 

aumento da AT, enquanto o tratamento de 2 µL L-1 a cada 30 dias preservou o teor de SS. No 

caso da firmeza de polpa, Gularte et al. (2024) constatam que o tratamento semanal com 5,9 

µL L-1 e 6,7 µL L-1 de NO durante o armazenamento em AC-ULO preservou a firmeza de polpa 

de maçãs ‘Cripps Pink’, por inibir enzimas associadas à degradação da parede celular, como a 

PG e a β-GAL. Entretanto, é possível que a ausência de diferenças significativas neste estudo 

esteja relacionada a fatores como o protocolo de aplicação, a baixa severidade dos distúrbios 

avaliados ou mesmo à menor sensibilidade da cultivar Galaxy ao NO nas condições adotadas. 

 

Tabela 7 – Incidência (%) de podridões e de polpa farinácea, sólidos solúveis (oBrix), acidez 

titulável (% ácido málico) e firmeza de polpa (N) em maçãs ‘Galaxy’ provenientes do 

município de São Joaquim – SC, após seis meses de armazenagem em atmosfera controlada 

(AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) seguidos de mais sete dias em 

condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65± 5%), em função da aplicação de óxido nítrico 

(NO) em diferentes doses depois do armazenamento em AC. 

Tratamentos 

(NO) 

Podridão 
Polpa 

farinácea  

Sólidos 

solúveis  

Acidez 

titulável 

 

Firmeza de 

polpa 

 
Saída da 

câmara 
7 dias 

0 µL L-1 3,3ns 1,7ns 42,1ns 14,0ns 0,27ns 55,6ns 

5 µL L-1 1,7 0,0 47,1 13,9 0,26 55,5 

10 µL L-1 5,0 1,8 54,7 14,0 0,28 56,5 

20 µL L-1 0,8 0,0 44,4 14,0 0,26 56,4 

40 µL L-1 5,0 0,9 48,4 13,9 0,27 57,0 
ns: não significativo pelo teste de regressão. Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

O teor de CFT em polpa de maçãs ‘Galaxy’ não apresentou diferença significativa 

(dados não apresentados), sugerindo que esse tecido foi pouco responsivo ao regulador. Por 

outro lado, na casca, apresentou um decréscimo linear com incremento da dose de NO aplicada 
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(Figura 4), indicando um possível efeito de degradação em doses mais elevadas. Esse padrão 

diverge de estudos anteriores que relataram aumento na síntese de fenóis induzida por NO em 

maçãs (COSER et al., 2023; STEFFENS et al., 2022a), possivelmente em função de diferenças 

de cultivar, método de aplicação e tempo de armazenamento. Outro aspecto a ser considerado 

é que a casca, por estar mais exposta ao ambiente, pode ter apresentado maior oxidação dos 

compostos fenólicos, possivelmente devido ao aumento da atividade de enzimas oxidativas, 

como a polifenoloxidase (PPO) e a POD (PERSIC et al., 2017), especialmente sob doses mais 

altas de NO. Sob estresse oxidativo, o NO reage com superóxido (O₂•-) formando peroxinitrito 

(ONOO-), que nitrifica grupos fenólicos livres e os consume na neutralização de radicais 

(DURZAN; PEDROSO, 2002). Concomitantemente, a S-nitrosação da PAL e outras enzimas 

da via fenilpropanoide inibe a reposição de novos fenólicos, reforçando a redução de CFT na 

casca (DURZAN; PEDROSO, 2002). 

 

Figura 4 – Compostos fenólicos totais (CFT; mg EAG 100-1 MF) em casca de maçãs 

‘Galaxy’ provenientes do município de São Joaquim – SC, após seis meses de armazenagem 

em atmosfera controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) 

seguidos de mais sete dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65± 5%), em função da 

aplicação de óxido nítrico (NO) em diferentes doses depois do armazenamento em AC. 
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A aplicação de NO influenciou de forma distinta a AAT nas maçãs ‘Galaxy’, 

dependendo do método de avaliação e do tecido analisado. Pelo método DPPH, observou-se 

um aumento linear da AAT, tanto na casca quanto na polpa, com o incremento da dose de NO 

(Figura 5.A e B). Esse comportamento sugere uma possível indução pelo NO na síntese ou 

preservação de compostos antioxidantes eficazes na neutralização dos radicais DPPH, resultado 

compatível com relatos na literatura que apontam o NO como um regulador positivo da 

capacidade antioxidante em frutos pós-colheita (STEFFENS et al., 2022a; ZHONG et al., 

2024). Por outro lado, o método ABTS revelou padrões contrastantes. Na casca, a AAT 

diminuiu até a dose de 20 µL L-1 e voltou a aumentar na dose de 40 µL L-1 (Figura 5.C), 

enquanto na polpa houve uma redução linear da atividade com o aumento da dose (Figura 5.D). 

Essas variações podem refletir diferenças na especificidade dos métodos utilizados, já que o 

ABTS capta a atividade antioxidante total de uma gama mais ampla de compostos, incluindo 

antioxidantes hidrofílicos e lipofílicos, enquanto o DPPH é mais sensível a determinados grupos 

antioxidantes específicos (RUFINO et al., 2007a, 2007b). Vale destacar que a ausência de 

informações sobre compostos específicos, como flavonoides, antocianinas e ácido ascórbico, 

limita uma compreensão mais aprofundada sobre os efeitos do NO em cada fração antioxidante. 

Além disso, embora o uso de dois métodos distintos ofereça uma visão mais abrangente da 

capacidade antioxidante, também introduz desafios na interpretação integrada dos dados. 

Investigações com abordagens mais detalhadas, incluindo análises cromatográficas e 

enzimáticas, poderiam contribuir para elucidar melhor os mecanismos bioquímicos envolvidos. 

A ausência de análises detalhadas sobre classes específicas de compostos antioxidantes neste 

estudo, dificulta uma interpretação mais precisa sobre quais moléculas podem estar 

contribuindo para os efeitos observados.  
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Figura 5 – Atividade antioxidante total (AAT) pelo método DPPH (µMol Trolox 100g-1 MF) 

e pelo método ABTS (µMol  trolox g-1 MF) em casca e polpa de maçãs ‘Galaxy’ provenientes 

do município de São Joaquim – SC, após seis meses de armazenagem em atmosfera 

controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) seguidos de mais 

sete dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65± 5%), em função da aplicação de óxido 

nítrico (NO) em diferentes doses depois do armazenamento em AC. 
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3.3.2 Vacaria 

 

Na colheita, os frutos de Vacaria apresentavam índice iodo-amido 4,4, firmeza de polpa 

de 76,2 N, acidez titulável de 0,42% de ácido málico, sólidos solúveis de 13,4 ºBrix e atributos 

de cor da epiderme L de 76,9 L, C de 41,8 C e h° de 101,9. 

Os frutos controle e tratados com doses de 40 µL L-1 e 20 µL L-1 de NO apresentaram 

menor taxa respiratória no primeiro dia de prateleira (Figura 6.A). Esses resultados sugerem 

que a aplicação de NO nessas concentrações pode promover uma diminuição imediata da 

atividade metabólica pós-colheita, possivelmente associada à redução da atividade enzimática 

respiratória ou à supressão de vias metabólicas relacionadas ao amadurecimento dos frutos 

(REN; ZHU, 2022). Resultados semelhantes foram encontrados por Coser et al. (2023), que 

destacaram a capacidade do NO em reduzir o metabolismo respiratório em maçãs ‘Baigent’, 

nos quais a menor taxa respiratória no primeiro dia de prateleira foi observada em frutos 

tratados com 5 µL L-1 de NO, aplicados a cada 30 dias ou no início e no final do armazenamento 

em AC. A ausência de diferença significativa no terceiro e quinto dia pode indicar que o efeito 

modulador do NO sobre a respiração é transitório ou que a ação inicial do NO é suficiente para 

retardar temporariamente o metabolismo, mas não o sustentar por períodos prolongados. No 

entanto, no sétimo dia de prateleira, voltou-se a observar uma redução significativa na taxa 

respiratória dos frutos tratados com a maior dose de NO (40 µL L-1), sugerindo uma antecipação 

do pico climatérico induzido por concentrações mais elevadas do gás. A aplicação de 10 µL L-

1 de NO no início e no final do armazenamento, em diferentes condições, reduziu a taxa 

respiratória de maçãs ‘Maxi Gala’, enquanto a aplicação apenas no final do armazenamento 

aumentou a respiração em condições de oxigênio extremamente baixo (0,4 kPa O2) 

(SOLDATELLI et al., 2025). Estes achados sugerem que os efeitos do NO sobre a respiração 

de maçãs 'Galaxy' variam conforme a dose e o dia de prateleira, podendo incluir uma 

antecipação do pico climatérico em concentrações mais elevadas, o que indica a necessidade de 

cautela na sua aplicação como estratégia de conservação pós-colheita. 
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Figura 6 – Taxas respiratória (A; ηmol CO2 kg-1 s-1) e de produção de etileno (B; pmol C2H4 

kg-1 s-1) de maçãs ‘Galaxy’ provenientes do município de Vacaria – RS durante o período de 

prateleira (21±2 ºC e UR de 65±5 %), após seis meses de armazenamento em atmosfera 

controlada (AC; 1,0 kPa O₂ + 2,0 kPa CO₂; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %), em função da 

aplicação de óxido nítrico (NO) em diferentes doses depois do armazenamento em AC. 
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*Médias seguidas por letras diferentes em cada data diferem entre si pelo teste LSD (p < 0,05); ns = não 

significativo. Fonte: elaborada pela autora (2025). 
 

A taxa de produção de etileno nos frutos tratados com NO apresentou um padrão 

variável ao longo do período de exposição em prateleira (Figura 6.B). No primeiro dia, os frutos 

que não receberam tratamento exibiram menor produção de etileno, sem diferir 

significativamente em relação aos tratados com 40 µL L-1 de NO. A partir do terceiro dia, o 

tratamento com 10 µL L-1 de NO manteve a taxa reduzida, semelhantes ao grupo controle até o 

sétimo dia. Em contraste, as maçãs tratadas com 5 µL L-1 apresentaram taxas elevadas de etileno 

entre o terceiro e o quinto dia, sem diferir estatisticamente dos frutos tratados com 20 µL L-1. 

Essa observação sugere que essas concentrações de NO podem não ser eficazes na modulação 

da biossíntese ou na inibição parcial da ação do etileno. Na pesquisa de Coser et al. (2023), 

maçãs ‘Baigent’ tratadas com 5 µL L-1 de NO no início e ao final do armazenamento em AC 

exibiram maior taxa de produção de etileno no terceiro dia de avaliação, evidenciando 
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comportamento semelhante ao observado. No sétimo dia, o tratamento de 5 µL L-1 registrou a 

maior taxa de produção de etileno, enquanto as concentrações de 10, 20 e 40 µL L-1 e o controle 

exibiram níveis reduzidos, sugerindo estabilização metabólica tardia decorrente do 

armazenamento prolongado. Esses resultados corroboram estudos anteriores que demonstraram 

a modulação da biossíntese de etileno por NO em maçãs ‘Baigent’ (COSER et al., 2023) e 

‘Golden Delicious’ (JI et al., 2022) e nectarinas (JAYARAJAN; SHARMA, 2018), reforçando 

o potencial de concentrações específicas do NO para controlar e prolongar a vida útil pós-

colheita. 

A firmeza da polpa apresentou um comportamento linearmente decrescente com o 

aumento da concentração de NO aplicada (Figura 7.A), evidenciando uma ação direta do NO 

sobre os processos fisiológicos relacionados à degradação da parede celular nos frutos durante 

o armazenamento. Esse resultado contrasta com estudos que relatam a capacidade do NO de 

preservar a integridade da parede celular, especialmente pela modulação da atividade das 

enzimas pectinolíticas (GULARTE et al., 2024; ZHAO et al., 2019). No presente estudo, 

contudo, a redução da firmeza acompanhou o padrão observado para a taxa respiratória e 

produção de etileno, principalmente na dose de 5 µL L-1, na qual houve aumento da produção 

de etileno entre o terceiro e o quinto dia de prateleira e elevação da respiração no sétimo dia 

(Figura 2). Esse comportamento sugere que, sob determinadas condições, o NO pode não 

apenas perder seu efeito protetor como também induzir um estímulo antecipado do metabolismo 

climatérico, favorecendo a senescência e a degradação de parede celular. A literatura aponta 

que o NO pode atuar como um sinalizador redox, modulando enzimas relacionadas tanto à 

defesa quanto ao amadurecimento, sendo seu efeito fortemente dependente da dose, da espécie 

vegetal e do tempo de exposição (SINGH et al., 2013). Embora os frutos tenham permanecido 

em microcâmaras por 24 horas durante a aplicação dos tratamentos, e posteriormente tenham 

sido realocados para outras microcâmaras para o armazenamento em AC, a alta reatividade do 

NO pode ter levado à sua rápida degradação, especialmente nas menores concentrações. Assim 

a ausência de efeito positivo na firmeza de polpa dos frutos tratados com 5 µL L-1 e 10 µL L-1 

pode estar relacionada à exaustão precoce do gás, enquanto as maiores doses (20 µL L-1 e 40 

µL L-1), ainda ativas por mais tempo, teriam promovido um estresse oxidativo. Estudos com 

maçãs ‘Maxi Gala’ mostraram que aplicações de 10 µL L-1 no início e ao final do 

armazenamento reduziram a firmeza de polpa sob AC, ELO e atmosfera controlada dinâmica 

(SOLDATELLI et al., 2025), enquanto aplicações semanais em ‘Cripps Pink’ em AC-ULO 

mantiveram esse atributo (GULARTE et al., 2024), indicando que a frequência e a AC adotada 

são determinantes para a resposta fisiológica. Portanto, os efeitos observados neste trabalho 
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reforçam a complexidade dose-dependente do NO e a necessidade de monitoramento da 

concentração e do tempo de exposição efetiva durante o tratamento, uma vez que doses elevadas 

podem induzir respostas climatéricas, comprometendo a manutenção da firmeza e, 

consequentemente, a qualidade comercial dos frutos.  

 

Figura 7 – Firmeza de polpa (A; N) e cor da epiderme (B; Lightness) de maçãs ‘Galaxy’ 

provenientes do município de Vacaria – RS, após seis meses de armazenamento em atmosfera 

controlada (AC; 1,0 kPa O₂ + 2,0 kPa CO₂; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %), seguido de um a 

sete dias de prateleira (21±2 ºC e UR de 65±5 %) em função da aplicação de óxido nítrico 

(NO) em diferentes doses depois do armazenamento em AC. 
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Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

Com relação aos atributos de cor da epiderme, o parâmetro L foi o único que apresentou 

diferença significativa entre tratamentos, com redução linear em função do aumento da 

concentração de NO (Figura 7.B). Isso indica que os frutos tratados com maiores doses de NO 

tenderam a apresentar uma coloração mais escura, o que pode estar relacionado à modulação 

de processos oxidativos ou alterações na degradação de pigmentos. Estudos como o de Coser 

et al. (2023) relataram que o NO em doses de 1 µL L-1, 2 µL L-1, 5 µL L-1 e 10 µL L-1 (aplicados 

apenas no início, início + final ou a cada 30 dias) não interferiu na luminosidade de maçãs. Essa 

alteração na luminosidade pode afetar diretamente a atratividade visual dos frutos para o 
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consumidor, sendo, portanto, um aspecto relevante a ser considerado no desenvolvimento de 

protocolos de aplicação do NO. 

Dentre os parâmetros de cor avaliados, o ângulo hue (h°) é considerado o mais 

importante para a avaliação da cor de fundo dos frutos, por refletir diretamente as alterações na 

degradação da clorofila e, consequentemente, na transição de verde para amarelo durante o 

amadurecimento. No presente estudo, não foram observadas diferenças significativas entre os 

tratamentos para esse parâmetro, tanto na saída da câmara como após sete dias de condição 

ambiente (Tabela 8). No entanto, trabalhos anteriores indicam que o NO pode retardar o 

amarelecimento da epiderme de frutos, mantendo a cor mais verde por mais tempo de maçãs 

(COSER et al., 2023; GULARTE et al., 2024), peras (HENDGES et al., 2016), tomates 

(ZUCCARELLI et al., 2021) e bananas (GULARTE et al., 2022). Esse efeito tem sido 

associado à inibição da ação de enzimas relacionadas à degradação da clorofila, promovendo a 

manutenção da aparência de frutos menos maduros (WANG; LUO; DU, 2015). A ausência de 

resposta significativa nessa pesquisa pode estar relacionada a diferenças varietais, condições 

ambientais ou dose utilizadas, o que ressalta a importância de mais estudos para elucidar as 

condições em que o NO influencia a coloração da casca de maçãs. 

 

Tabela 8 – Atributos de cor de maçãs ‘Galaxy’ provenientes do município de Vacaria – RS, 

na saída da câmara e após sete dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %) após 

seis meses de armazenamento em atmosfera controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 

1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %), em função da aplicação de óxido nítrico (NO) em diferentes 

doses depois do armazenamento em AC. 

Tratamentos 

(NO) 

L C ho L C ho 

Saída da câmara 7 dias 

0 µL L-1 77,2 44,0ns 99,0ns 76,5ns 44,5ns 91,8ns 

5 µL L-1 76,8 42,7 99,5 76,6 44,2 91,5 

10 µL L-1 77,2 42,4 98,3 75,6 42,4 90,5 

20 µL L-1 74,6 42,9 99,5 75,4 43,3 92,9 

40 µL L-1 76,5 41,4 97,4 76,4 42,8 91,6 
ns: não significativo pelo teste de regressão. Fonte: elaborada pela autora (2025). 

 

As variáveis incidência de podridões e de polpa farinácea, sólidos solúveis e acidez 

titulável não apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos avaliados (Tabela 9). 

Embora o NO tenha promovido alterações em variáveis relacionadas ao metabolismo, como a 

respiração e a produção de etileno, seus efeitos sobre atributos sensoriais e sobre a sanidade dos 
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frutos foram limitados neste estudo. A ausência de efeito pode estar relacionada à baixa 

incidência natural de podridões, à estabilidade dos parâmetros físico-químicos sob as condições 

de armazenamento utilizadas, bem como à possível resistência varietal da cultivar Galaxy. 

Estudos anteriores também relataram ausência de efeito do NO sobre SS e AT, como em maçãs 

‘Galaxy’ (BRACKMANN et al., 2017) e em nectarinas (JAYARAJAN; SHARMA 2018), 

sugerindo que tais parâmetros apresentam baixa sensibilidade ao tratamento. Quanto a 

sanidade, os efeitos do NO são variáveis. Em maçãs ‘Baigent’, o tratamento com NO reduziu a 

incidência de podridões durante do armazenamento em AC (COSER et al., 2023), enquanto em 

‘Galaxy’ a aplicação de 40 µL-1 de NO aumentou a incidência (BRACKMANN et al., 2017). 

Essa divergência pode estar relacionada ao patossistema envolvido, considerando diferenças na 

microbiota presente nas cultivares, nas condições ambientais e no tipo de patógeno 

predominante, além da forma e frequência de aplicação do tratamento. Estudos recentes 

confirmam que o NO pode induzir resistência em maçãs por meio da ativação de enzimas do 

metabolismo fenilpropanoide e proteínas relacionadas a patogênese (quitinase e β-1,3-

glucanase), resultando na redução de lesões e toxinas (HAN et al., 2023). Assim, os resultados 

reforçam que a eficácia do NO varia conforme a variável avaliada, o patógeno presente e o 

contexto experimental, indicando a necessidade de aprofundar o entendimento sobre seus 

mecanismos de ação e de estabelecer protocolos mais direcionados e eficazes para sua aplicação 

em estratégias de conservação pós-colheita. 

 

Tabela 9 – Incidência (%) de podridões e de polpa farinácea, sólidos solúveis (oBrix) e acidez 

titulável (% ácido málico) em maçãs ‘Galaxy’ provenientes do município de Vacaria – RS, 

após seis meses de armazenagem em atmosfera controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 

1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) seguidos de mais sete dias em condições ambiente (21±2 ºC e 

UR de 65± 5%), em função da aplicação de óxido nítrico (NO) em diferentes doses depois do 

armazenamento em AC. 

Tratamentos 

(NO) 

Podridão 
Polpa 

farinácea 

Sólidos 

solúveis  

Acidez titulável 

 Saída da 

câmara 
7 dias 

0 µL L-1 2,0ns 3,1ns 45,5ns 13,7ns 0,22ns 

5 µL L-1 1,0 0,0 36,3 13,7 0,22 

10 µL L-1 0,0 2,2 35,7 13,6 0,23 

20 µL L-1 1,0 3,1 39,7 13,6 0,22 

40 µL L-1 1,0 1,0 38,5 13,4 0,21 
ns: não significativo pelo teste de regressão. Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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Quanto aos CFT, observou-se um comportamento quadrático na casca: houve um 

decréscimo nas doses iniciais de NO, seguido por um aumento nas doses de 20 e 40 µL-1 (Figura 

8.A). Esse resultado sugere que as doses mais elevadas de NO podem ter promovido um estresse 

fisiológico moderado, suficiente para ativar vias metabólicas associadas à síntese de compostos 

fenólicos, como uma resposta adaptativa tardia frente à intensidade do estímulo. Esse 

comportamento é coerente com a literatura, que descreve tanto reduções quanto incrementos 

nos teores de CFT em função da dose, da forma de aplicação e do tempo de exposição ao NO 

(JAYARAJAN; SHARMA, 2018b; REN et al., 2017). Para a polpa não houve diferença 

significativa entre os tratamentos (Tabela 10), reforçando a ideia de que a resposta ao NO pode 

ser mais pronunciada nos tecidos diretamente expostos ao gás.  

 

Figura 8 – Compostos fenólicos totais (CFT; mg EAG 100-1 MF) e atividade antioxidante 

total (AAT) pelo método ABTS (µMol  trolox g-1 MF) em casca de maçãs ‘Galaxy’ 

provenientes do município de Vacaria – RS, após seis meses de armazenagem em atmosfera 

controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) seguidos de mais 

sete dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65± 5%), em função da aplicação de óxido 

nítrico (NO) em diferentes doses depois do armazenamento em AC. 
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Foi observado incremento na AAT na casca, pelo método ABTS, com aumento da dose 

de NO (Figura 8.B). Apesar do comportamento quadrático nos teores de CFT em resposta ao 

incremento nas doses de NO, pode ter ocorrido maior eficiência antioxidante associada a 

compostos específicos não quantificados diretamente neste estudo. De fato, o NO possui ação 

bifásica, atenuando o estresse oxidativo em baixas concentrações e induzindo estresse 

nitrosativo em doses elevadas, o que pode ativar enzimas antioxidantes (como SOD, POD, 

APX) e elevar a biossíntese da via fenilpropanóide (flavonoides e lignina), reforçando a defesa 

antioxidante (SANTISREE et al., 2019). Simultaneamente, compostos como glutationa e 

ascorbato, cuja síntese é estimulada pelo NO, contribuem para AAT sem alterar os CFT 

(MASLENNIKOVA; SHAKIROVA, 2020), e o NO pode também atuar diretamente como 

molécula antioxidante, neutralizando EROs e promovendo a formação de derivados fenólicos 

mais reativos, como S-nitrosotióis, que aumentam a capacidade de eliminação de radicais livres 

sem alterar a concentração total de fenóis (SANTISREE et al., 2019). Ademais, o método 

ABTS é sensível a compostos de diversas classes químicas (tióis, vitaminas, carotenoides), o 

que amplia a detecção de antioxidantes além dos fenólicos (THAIPONG et al., 2006). 

Resultados semelhantes foram relatados por (ZHU et al., 2021), que observaram aumento da 

AAT em frutos tratados com NO. Já para os demais métodos e tecidos, não foram verificadas 

alterações significativas (Tabela 10), o que pode indicar que a resposta antioxidante ao NO 

depende do tipo de análise utilizada e dos compostos ativados em cada tecido.  

 

Tabela 10 – Compostos fenólicos totais (CFT; mg EAG 100-1 MF) e atividade antioxidante 

total (AAT) pelo método DPPH (µMol Trolox 100g-1 MF) e ABTS (µMol  trolox g-1 MF) em 

maçãs ‘Galaxy’ provenientes do município de Vacaria – RS, após seis meses de armazenagem 

em atmosfera controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) 

seguidos de mais sete dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65± 5%), em função da 

aplicação de óxido nítrico (NO) em diferentes doses depois do armazenamento em AC. 

Tratamentos (NO) 

CFT DPPH ABTS 

Polpa Polpa Casca Polpa 

0 µL L-1 163,2ns 329,1ns 251,0ns 12,2ns 

5 µL L-1 172,5 344,1 263,7 14,1 

10 µL L-1 167,5 357,9 253,2 15,1 

20 µL L-1 168,7 329,9 260,6 12,8 

40 µL L-1 164,4 326,8 269,8 15,1 
ns: não significativo pela análise de regressão. Fonte: elaborada pela autora (2025). 
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De modo geral, observou que os frutos oriundos de São Joaquim responderam de forma 

mais sensível às doses intermediárias de NO, com modulações evidentes na taxa respiratória, 

produção de etileno e coloração da epiderme, indicando uma ação mais eficaz do regulador na 

atenuação do metabolismo climatérico nesse local de origem. Em contrapartida, os frutos de 

Vacaria apresentaram respostas mais expressivas em atributos relacionados à firmeza de polpa, 

compostos fenólicos totais e atividade antioxidante, sobretudo nas doses mais elevadas de NO, 

sugerindo uma maior resistência fisiológica inicial ou um limiar mais alto para indução de 

respostas adaptativas. Essas diferenças entre os locais refletem prováveis variações nas 

condições pré-colheita e no perfil fisiológico dos frutos, influenciando diretamente a forma 

como o NO atua durante e após o armazenamento em atmosfera controlada. 

 

3.4 CONCLUSÃO 

 

A aplicação de óxido nítrico no início do armazenamento em atmosfera controlada 

influenciou de forma positiva a qualidade pós-colheita de maçãs ‘Galaxy’, com efeitos 

dependentes da dose e da origem dos frutos. Concentrações moderadas (5 a 20 µL L-1) 

preservaram melhor a qualidade de frutos de São Joaquim, enquanto doses elevadas (40 µL L-

1) estimularam mecanismos antioxidantes em frutos de Vacaria. Não foram observados efeitos 

sobre sólidos solúveis, acidez titulável e incidência de podridões. Esses resultados demonstram 

que o NO pode ser uma tecnologia complementar para a conservação de maçãs ‘Galaxy’, desde 

que aplicadas doses compatíveis com as características fisiológicas do material de origem. 
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4 SINERGIA ENTRE APLICAÇÃO PERIÓDICA DE ÓXIDO NÍTRICO E 1-

METILCICLOPROPENO SOBRE A QUALIDADE DE MAÇÃS ‘MAXY GALA’ 

ARMAZENADAS EM ATMOSFERA CONTROLADA 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

 

A maçã grupo ‘Gala’ ocupa posição de destaque na fruticultura brasileira, sendo a 

principal cultivar destinada tanto ao mercado interno quanto à exportação. No entanto, por ser 

uma cultivar precoce, a manutenção de sua qualidade pós-colheita constitui um desafio 

relevante, sobretudo em armazenamentos prolongados (KVITSCHAL; COUTO; LEITE, 

2022). A combinação da AC com aplicação de 1-MCP é amplamente empregada para retardar 

o amadurecimento e reduzir a incidência de distúrbios fisiológicos, permitindo estender a vida 

pós-colheita dos frutos (BÜCHELE et al., 2024; SATEKGE; MAGWAZA, 2022).  

O 1-MCP atua bloqueando a percepção do etileno, inibindo processos fisiológicos 

mediados por esse fitormônio, como o amolecimento da polpa, a degradação de pigmentos e a 

ativação de rotas de senescência (BASWAL; RAMEZANIAN, 2021). Entretanto, a resposta 

dos frutos ao 1-MCP pode ser afetada por fatores como o ponto de colheita, a cultivar, as 

condições de armazenamento e o tempo de exposição, o que pode limitar sua eficácia 

(SATEKGE; MAGWAZA, 2022). Diante disso, há crescente interesse por estratégias 

complementares, que possam atuar de forma sinérgica ao 1-MCP, ou mesmo oferecer 

alternativas de controle fisiológico mais estáveis durante o armazenamento prolongado. 

Nesse contexto, o NO tem se mostrado uma molécula promissora no manejo pós-

colheita de frutas. Naturalmente produzido em células vegetais, o NO é um sinalizador 

envolvido em diversos processos fisiológicos, incluindo a germinação, a senescência, a 

regulação do etileno e o controle do estresse oxidativo (LIU et al., 2023; POLS et al., 2022). 

Sua aplicação exógena em frutos tem demonstrado efeitos positivos na preservação da firmeza 

de polpa, na redução da produção de etileno e na ativação do sistema antioxidante, por meio do 

aumento da atividade de enzimas como SOD, CAT e POD (COSER et al., 2023; GULARTE 

et al., 2024; KANG et al., 2016). 

Apesar do potencial já identificado, a maioria dos estudos concentra-se na aplicação 

única de NO no início do armazenamento refrigerado. A permanência dessa molécula nos 

tecidos é limitada, especialmente em presença de oxigênio atmosférico, o que leva à sua rápida 

conversão em dióxido de nitrogênio (NO₂), reduzindo sua efetividade (BUET et al., 2021). Por 

outro lado, as condições de AC, caracterizadas por baixas pressões parciais de O₂, oferecem um 
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ambiente mais favorável à estabilidade do NO, prolongando sua ação biológica. Dessa forma, 

estratégias que envolvam a reaplicação periódica de NO durante o armazenamento podem 

proporcionar uma ação mais prolongada e consistente sobre os processos fisiológicos dos 

frutos. 

Além disso, a interação entre NO e 1-MCP representa um campo promissor, mas ainda 

pouco explorado. Considerando que o 1-MCP atua inibindo a ação do etileno e o NO afeta 

principalmente sua biossíntese, além do mecanismo antioxidantes, a combinação desses 

tratamentos pode resultar em efeitos aditivos ou até sinérgicos sobre a manutenção da qualidade 

dos frutos. Diante disso, a aplicação periódica de NO, em condições de AC, associada ou não 

ao 1-MCP, representa uma estratégia inovadora e potencialmente eficaz para a conservação de 

maçãs ‘Gala’. A compreensão dos efeitos fisiológicos dessa combinação ao longo do 

armazenamento é essencial para o desenvolvimento de tecnologias pós-colheita mais eficientes 

e sustentáveis. 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicação de NO, de no 

início e no final ou periódica, durante o armazenamento em AC, sobre a manutenção da 

qualidade de maçãs ‘Maxi Gala’, com e sem prévio tratamento com 1-MCP. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os frutos utilizados no presente trabalho foram provenientes de pomar comercial 

localizado no município de São Joaquim, SC, colhidos na safra 2023/24. Na colheita, os frutos 

apresentavam firmeza de polpa de 76,9 N, acidez titulável de 0,43% de ácido málico, sólidos 

solúveis de 12,4 ºBrix e cor da epiderme 75,4 L, 39,88 C e 94,1 hº. Após a colheita os frutos 

foram transportados ao laboratório para o preparo das amostras e armazenamento.  

Os tratamentos avaliados consistiram na combinação entre os fatores aplicação de NO 

(não aplicação, 5 µL L-1 de NO aplicado no início e no final do armazenamento; e 5 µL L-1 de 

NO aplicado a cada 30 dias de armazenamento) e 1-MCP (sem e com). Os frutos foram 

armazenados em microcâmaras experimentais de 240 L em AC na condição de 1,0 kPa O2 + 

2,0 kPa de CO2, na temperatura de 1,5±0,2 °C e UR de 94±2 %. A instalação das condições de 

AC foi de forma gradual, sendo que foi injetado nitrogênio para reduzir a pressão parcial de O2, 

onde inicialmente foi reduzido o O2 até 7 kPa e durante 10 dias foi feita a redução gradual do 

O2 até 1,0 kPa (0,5 a 1 kPa por dia; nos 3 primeiros dias redução até 5 kPa, nos próximo três 

dias redução até 3 kPa, nos próximos 2 dias até 2 kPa, após redução 1 kPa nos próximos 2 dias). 

A pressão parcial de CO2 foi obtida inicialmente pela respiração dos frutos. Cada vez que sua 
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concentração era superior a 2,0 kPa, o CO2 era absorvido. O monitoramento e o controle das 

pressões parciais de O2 e CO2 foram realizados de forma automatizada, com auxílio do software 

Isosoft® (IsolCell) e analisador Multiplex® (IsolCell). 

No tratamento com 1-MCP, foi utilizado o produto SmartFresh® (0,14% de 1-MCP na 

formulação pó). Os frutos permaneceram expostos ao tratamento por 24 horas. O NO foi 

aplicado depois do estabelecimento das condições de AC. Para a aplicação de NO foi utilizada 

uma mistura gasosa padrão de trabalho (1000 μL L-1 de NO + balanço N2), armazenada em 

cilindro de alta pressão. O NO foi aplicado a cada 30 dias de armazenagem, iniciando quando 

a pressão parcial de O2 atingiu 1,0 kPa, no décimo sexto dia de armazenagem. O NO foi 

adicionado ao interior das microcâmaras de AC, até obter a concentração preestabelecida no 

tratamento. 

Na saída da câmara (aos 7 meses de armazenamento), os frutos foram avaliados quanto 

às variáveis taxas respiratória e de produção de etileno, cor de fundo da epiderme e incidência 

de podridões. Após mais 7 dias em condições ambiente (7 meses de armazenamento seguidos 

por 7 dias em condições ambiente), os frutos foram avaliados quanto as mesmas variáveis da 

saída da câmara e quanto à firmeza de polpa, polpa farinácea, acidez titulável, sólidos solúveis, 

compostos fenólicos totais, atividade antioxidante total (ABTS e DPPH), atividade das enzimas 

SOD e POD e conteúdo de H2O2. A metodologia utilizada para avaliar as variáveis citadas 

acima estão descritas na metodologia da seção 2. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo utilizadas 

4 repetições e unidade experimental composta de 25 frutos. Os dados em porcentagem foram 

transformados em arsen[(x+0,5)/100]1/2 antes da ANOVA e as e as médias de tratamentos 

foram comparadas pelo teste de LSD (p<0,05). 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Houve interação entre os fatores avaliados para as variáveis taxa de produção de etileno, 

C e hº na saída da câmara, L e hº após 7 dias de prateleira, incidência de polpa farinácea, CFT 

da casca, AAT da polpa pelo método ABTS, atividade da enzima POD da casca e conteúdo de 

H2O2 da casca.  

Em frutos tratados previamente com 1-MCP, a aplicação de NO, independente do dia 

de avaliação, não promoveu alterações significativas na taxa de produção de etileno ao longo 

dos sete dias de avaliação (Figura 9.A). Esses resultados estão de acordo com a literatura, que 

atribui ao 1-MCP a capacidade de inibir de forma eficaz e persistente a percepção do etileno ao 



66 

 

se ligar irreversivelmente aos receptores do hormônio ((BASWAL; RAMEZANIAN, 2021; 

SATEKGE; MAGWAZA, 2022). Por outro lado, nos frutos que não receberam 1-MCP, a 

aplicação de NO resultou em redução significativa da produção de etileno em todos os dias de 

avaliação, sendo que a aplicação a cada 30 dias foi mais eficaz do que a aplicação no início e 

no final, especialmente ao final do período de prateleira (Figura 9.B). Esse comportamento 

sugere que, na ausência do bloqueio inicial do etileno pelo 1-MCP, o NO atuou como um 

modulador da biossíntese de etileno, possivelmente através da supressão da atividade das 

enzimas ACS e ACO, responsáveis pela síntese do hormônio (HUSSAIN et al., 2022). O efeito 

cumulativo observado com aplicações periódicas pode ser atribuído à instabilidade e rápida 

degradação do NO em tecidos vegetais (GUPTA et al., 2011), o que exigiria reposições 

regulares para manutenção do efeito fisiológico desejado. Estudos anteriores também relataram 

redução da produção de etileno em maçã e outras frutas tratadas com NO (COSER et al., 2023; 

ZHENG et al., 2023; JAYARAJAN; SHARMA, 2018).  

 

Figura 9 – Taxa de produção de etileno (pmol C2H4 kg-1 s-1) de maçãs ‘Maxi Gala’ durante o 

período de prateleira (21±2 ºC e UR de 65±5 %) após 7 meses de armazenagem em atmosfera 

controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %), em função da 

aplicação de óxido nítrico (NO; 5 µL L-1 aplicação no início e no final e aplicação a cada 30 

dias de armazenagem) em combinação com a aplicação (A) ou não (B) de 1-MCP nos frutos. 
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*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas quanto a aplicação ou não de 1-MCP e minúscula entre 

diferentes períodos de aplicação de óxido nítrico, diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). 



67 

 

 

Na saída da câmara, os frutos sem 1-MCP, tanto com aplicação no início e no final 

quanto periódica de NO, apresentaram maior saturação da cor em comparação ao controle 

(Tabela 11). Em contrapartida, nos frutos tratados com 1-MCP, a aplicação no início e no final 

de NO promoveu redução significativa do C, enquanto a aplicação periódica manteve valores 

semelhantes ao controle. Para o hº, frutos sem 1-MCP e tratados com NO no início do 

armazenamento mantiveram maior valor, indicando que esses frutos tinham tonalidades mais 

esverdeadas em comparação aos frutos não tratados com NO e 1-MCP. Frutos com 1-MCP 

tiveram comportamento oposto, com redução dos valores de h° com aplicação de NO apenas 

no início e final da armazenagem. Após 7 dias de prateleira, frutos tratados com 1-MCP e NO 

a cada 30 dias exibiram maiores valores de L (Tabela 11), o que indica maior degradação da 

clorofila e clareamento da epiderme, o que pode estar relacionado tanto à preservação da 

aparência visual quanto ao avanço do amadurecimento. Para o hº, frutos sem aplicação de NO 

e tratados com 1-MCP mantiveram valores mais elevados do que frutos sem 1-MCP, indicando 

retardo do amarelecimento. Frutos sem 1-MCP e tratados com NO no início e final da 

armazenagem em AC também apresentaram retardo do amarelecimento, em relação aos frutos 

sem 1-MCP e sem aplicação de NO. Para o croma, após 7 dias, frutos sem aplicação de 1-MCP 

apresentaram maior saturação do que aqueles tratados com 1-MCP. Esses resultados indicam 

que o efeito do NO sobre os parâmetros de cor depende da aplicação prévia de 1-MCP, 

corroborando estudos anteriores que relatam interações complexas entre esses reguladores na 

pós-colheita (STEELHEART et al., 2019b). A combinação periódica de NO com 1-MCP 

mostrou-se especialmente vantajosa na preservação visual dos frutos durante o armazenamento 

e o período de prateleira, sugerindo potencial promissor para otimizar a qualidade comercial de 

maçãs ‘Maxi Gala’. 
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Tabela 11 – Atributos de cor de maçãs ‘Maxi Gala’, na saída da câmara e após sete dias em 

condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %), após 7 meses de armazenagem em atmosfera 

controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %), em função da 

aplicação de óxido nítrico (NO; 5 µL L-1 aplicação no início e no final e aplicação a cada 30 

dias de armazenagem) em combinação com a aplicação ou não de 1-MCP nos frutos. 

Trat. 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 
Média 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 

L C h° 

Saída da câmara 

AC 73,8ns 74,3 37,3 Ab 39,2 Aa - 91,3 Bb 95,2 Aa 

NO I+F 72,0 74,9 39,4 Aa 37,2 Ba - 94,8 Aa 90,9 Ab 

NO 30D 73,1 74,2 39,5 Aa 39,0 Aa - 93 Aab 93,3 Aab 

CV (%) 2,72 3,6 2,2 

Após 7 dias 

AC 71,3 Aa 72,3 Ab 41,2 40,2 40,7 b 91,3 Bb 96,1 Aa 

NO I+F 73,9 Aa 74,9 Ab 43,9 40,6 42,2 a 94,0 Aa 93,6 Aab 

NO 30D 72,8 Ba 78,5 Aa 43,5 42,7 43,1 a 92,4 Aab 92,8 Ab 

Média - - 42,8 A 41,2 B  - - 

CV (%) 2,47  1,92 
*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05).NO I+F= aplicação de NO no início e no final do armazenamento. 

 

Na firmeza de polpa, os frutos tratados com 1-MCP mantiveram maior firmeza em 

comparação aqueles sem o regulador, confirmando o efeito positivo do 1-MCP na preservação 

da textura durante o armazenamento (Tabela 12). Esse comportamento está amplamente 

descrito na literatura, sendo atribuído à inibição da ação do etileno promovida pelo 1-MCP, que 

retarda o amolecimento dos tecidos por meio da supressão de enzimas como a PG e a celulase 

(WIN et al., 2019; ZANELLA; ROSSI, 2015). Quanto à aplicação de NO, não houve diferença 

significativa. Esses dados indicam que, nas condições avaliadas, o NO não produziu efeito 

expressivo sobre a firmeza de polpa, podendo ter efeito secundário ou dependente de outros 

fatores, como a dose ou o tempo de exposição. Em maçãs ‘Baigent’ armazenadas em AC a 

aplicação de 5 µL L-1 de NO no início e no final do armazenamento também não apresentou 

efeito na firmeza de polpa (COSER et al., 2023), bem como em ‘Maxi Gala’ tratadas com 10 

µL L-1 no início e no final do armazenamento em AC + 1-MCP (SOLDATELLI et al., 2025). 

Em tomate, estudos demonstraram que o tratamento combinado de NO com 1-MCP promove 

um efeito aditivo na preservação da firmeza, sendo mais eficaz que os tratamentos isolados, o 

que evidencia um possível sinergismos entre esses compostos quando aplicados conjuntamente 

(STEELHEART et al., 2019b). De modo semelhante, Wu et al. (2021) observaram que o uso 

combinado de NO e 1-MCP retardou o amolecimento e prolongou a vida pós-colheita de 
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pêssegos, reforçando o potencial dessa interação na preservação da textura de frutos 

climatéricos. Sendo assim, a inconsistência nos efeitos do NO sobre a firmeza de polpa de 

maçãs ‘Maxi Gala’ pode ser atribuída à interação complexa entre fatores como a cultivar e o 

ponto de maturação, bem como dose, tempo de aplicação e condições de armazenamento. 

 

Tabela 12 – Firmeza de polpa (N), acidez titulável (% ácido málico), sólidos solúveis (°Brix) 

e relação SS/AT em maçãs ‘Maxi Gala’ após 7 meses de armazenagem em atmosfera 

controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) e mais 7 dias em 

condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %), em função da aplicação de óxido nítrico 

(NO; 5 µL L-1 aplicação no início e no final e aplicação a cada 30 dias de armazenagem) em 

combinação com a aplicação ou não de 1-MCP nos frutos. 

Tratamento 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 

Média Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 

Média 

Firmeza de polpa Acidez titulável 

AC 59,3 65,4 63,3 a 0,37 0,37 0,37 a 

NO I+F 62,0 64,6 63,3 a 0,39 0,38 0,38 a 

NO 30D 63,2 64,8 64,0 a 0,33 0,35 0,34 b 

Média 61,5 B 64,9 A  0,36 A 0,37 A  

CV (%) 5,87 4,23 

 Sólidos solúveis Relação SS/AT 

AC 13,4ns 13,2 - 35,9 36,1 36,0 b 

NO I+F 13,5 13,6 - 34,9 35,5 35,2 b 

NO 30D 13,4 13,4 - 40,2 38,3 39,2 a 

Média - -  37,0 A 36,6 A  

CV (%) 2,17 4,66 
*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05). NO I+F= aplicação de NO no início e no final do armazenamento. 

 

Em relação à AT, observou-se que, na média, os frutos tratados periodicamente com NO 

durante a armazenagem apresentaram valor significativamente menor em comparação aos 

demais tratamentos (Tabela 12). Os mesmo efeito foi observado em maçãs ‘Baigent’ 

armazenadas em AC tratadas com 5 µL L-1 de NO no início e no final do armazenamento 

(COSER et al., 2023). Esses resultados contrastam com achados da literatura, os quais indicam 

que o NO contribui para a preservação da acidez em frutos armazenados por inibir o consumo 

de ácidos orgânicos como substrato respiratório (MADEBO et al., 2023). A divergência 

observada nesse estudo pode estar relacionada à cultivar utilizada, à composição inicial dos 

frutos ou a fatores como condições de atmosfera controlada. Os SS permaneceram estáveis 

entre os tratamentos e não foram influenciados pela aplicação de NO ou 1-MCP, o que sugere 

que o metabolismo de açúcares não foi alterado pelas estratégias adotadas neste estudo. 
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Resultados semelhantes foram relatados por Machado et al. (2022) em mamão e por Gularte et 

al. (2024) em maçãs ‘Cripps Pink’, nos quais o tratamento com NO também não modificou 

significativamente o teor de sólidos solúveis. Na média, a relação SS/AT foi maior nos frutos 

tratados com aplicação de NO a cada 30 dias de armazenagem, refletindo diretamente a menor 

acidez observada. Essa relação é um importante indicador de sabor, pois valores mais altos 

tendem a estar associados à maior percepção de doçura e melhor aceitação sensorial.  

De modo geral, observou-se baixa incidência de podridões em todos os tratamentos 

(Tabela 13). Esse padrão pode estar relacionado às boas condições de armazenamento e ao 

baixo nível de contaminação inicial dos frutos, o que pode ter limitado o desenvolvimento de 

sintomas mesmo nos tratamentos controle. Esses resultados indicam que, nas condições 

avaliadas, os tratamentos com NO e 1-MCP não influenciaram de forma expressiva a incidência 

de podridões, comportamento coerente com a literatura, que aponta que o controle de patógenos 

pelo NO depende fortemente da dose, método de aplicação, características do patógeno e 

pressão de inóculo (GRAYTON; PURVIS; SCHOENFISCH, 2024; LAI et al., 2011; REN et 

al., 2020). Resultados semelhantes foram obtidos por Gularte et al. (2024) em maçãs ‘Cripps 

Pink’, nas quais o tratamento com NO também não reduziu significativamente a incidência de 

podridões. 

  

Tabela 13 – Incidência (%) de podridões e de polpa farinácea em maçãs ‘Maxi Gala’, após 7 

meses de armazenagem em atmosfera controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC 

e UR de 94±2 %) e mais 7 dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %), em 

função da aplicação de óxido nítrico (NO; 5 µL L-1 aplicação no início e no final e aplicação a 

cada 30 dias de armazenagem) em combinação com a aplicação ou não de 1-MCP nos frutos. 

Tratamento 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 

Podridão Polpa farinácea 

Saída da câmara Após 7 dias  

AC 2,0ns 1,0 0,0ns 1,3 65,4 Aa 45,7 Ba 

NO I+F 2,8 7,0 0,0 1,0 43,2 Ab 27,5 Bb 

NO 30D 2,0 1,0 2,2 2,2 34,6 Ab 33,8 Ab 

CV (%) 161,1 123,7 15,9 
*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05). NO I+F= aplicação de NO no início e no final do armazenamento. 

 

Para a variável polpa farinácea, os frutos sem aplicação de 1-MCP e NO apresentaram 

a maior incidência, enquanto os tratados com NO, especialmente com aplicações periódicas, 

apresentaram redução na incidência do distúrbio (Tabela 13). O 1-MCP também reduziu a 
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incidência de polpa farinácea em frutos sem aplicação de NO e com aplicação inicial e final de 

NO. A associação entre aplicação de NO no início e final da armazenagem e de 1-MCP reduziu 

de forma consistente a ocorrência de polpa farinácea, o que sugere um efeito sinérgico entre os 

compostos na preservação da estrutura celular da polpa. A redução da polpa farinácea em frutos 

tratados com NO indica que, embora esse composto não tenha aumentado diretamente a firmeza 

média dos frutos, ele contribuiu para a integridade estrutural da polpa, possivelmente por 

atenuar o estresse oxidativo e preservar a parede celular, retardando o avanço da senescência 

dos tecidos. Esse efeito é corroborado por estudos como os de Madebo et al. (2023) e Palma et 

al. (2019), que descreveram a capacidade do NO em atrasar processos fisiológicos relacionados 

à senescência, incluindo o amolecimento e a desestruturação celular. Já o 1-MCP, ao inibir a 

ação do etileno, contribui diretamente para a manutenção da firmeza de polpa e também reduz 

a propensão a polpa farinácea, efeito potencializado quando associado ao NO. 

Os frutos tratados com aplicação periódica de NO sem 1-MCP tiveram maior retenção 

de CFT na casca, sugerindo maior proteção antioxidante pelo NO durante o armazenamento 

(Tabela 14). Esses resultados concordam com estudos anteriores, que indicam que a 

preservação dos compostos fenólicos pode ocorrer pela redução do estresse oxidativo induzida 

pelo NO, além da ativação da via dos fenilpropanoides, responsável pela biossíntese desses 

compostos (PALMA et al., 2019). 

Para a AAT, métodos ABTS e DPPH, observou-se comportamento variável entre os 

tecidos (Tabela 14). Na casca, pelo método ABTS, a aplicação no início e no final de NO 

apresentou menor AAT, enquanto o controle apresentou valores mais altos, indicando que a 

exposição no início e no final pode ser insuficiente para manter a AAT. Na polpa, houve maior 

AAT nos tratamentos com NO aplicado no início e no final da armazenagem e a cada 30 dias 

de armazenagem sem prévio tratamento dos frutos com 1-MCP. Esse efeito positivo do NO 

pode ser atribuído à indução da síntese e à preservação de compostos antioxidantes ao longo do 

armazenamento, comportamento também reportado por Song et al. (2021). Na casca, método 

DPPH, na média a aplicação no início e no final de NO reduziu a AAT em relação ao controle. 

Já na polpa, na média, a aplicação no início e no final de NO apresentou aumento da AAT 

comparado ao controle, reforçando a hipótese de que a resposta aos tratamentos com NO 

depende do tipo de tecido, do tempo de exposição e do método analítico empregado.  
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Tabela 14 – Compostos fenólicos totais (CFT; mg EAG 100-1 MF) e atividade antioxidante 

total (AAT) pelo método ABTS (µMol  trolox g-1 MF) e DPPH (µMol Trolox 100g-1 MF) em 

casca e polpa de maçãs ‘Maxi Gala’ após 7 meses de armazenagem em atmosfera controlada 

(AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) e mais 7 dias em condições 

ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %), em função da aplicação de óxido nítrico (NO; 5 µL L-1 

aplicação no início e no final e aplicação a cada 30 dias de armazenagem) em combinação 

com a aplicação ou não de 1-MCP nos frutos. 

Tratamento 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 
Média 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 
Média 

Casca Polpa 

CFT 

AC 359,6 Aab 353,2 Bb - 120,1ns 119,7 - 

NO I+F 357,5 Ab 359,1 Aa - 117,3 118,9 - 

NO 30D 361,7 Aa 358,0 Aa - 120,2 119,4 - 

CV (%) 0,7  1,7  

 ABTS 

AC 49,9 42,3 46,1 a 18,8 Ab 18,5 Ac - 

NO I+F 39,3 29,3 34,3 b 29,5 Aa 23,9 Bb - 

NO 30D 42,3 40,2 41,3 ab 26,7 Aa 27,9 Aa - 

Média 43,8 A 37,3 A  - -  

CV (%) 22,4  10,7  

 DPPH 

AC 353,2 375,3 364,2 a 103,9 103,8 103,9 b 

NO I+F 355,8 346,2 351,0 b 106,5 108,4 107,4 a 

NO 30D 352,2 355,2 353,7 ab 104,5 105,8 105,2 ab 

Média 353,7 A 358,9 A  105,0 A 106,0 A  

CV (%) 3,5  3,18  
*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05). NO I+F= aplicação de NO no início e no final do armazenamento. 

 

A atividade das enzimas SOD e POD apresentaram respostas variáveis em função da 

aplicação de NO e 1-MCP, na casca e polpa (Tabela 15). Para a SOD, na casca, observou-se 

uma tendência de redução da atividade da SOD em frutos tratados com NO, indicando 

possivelmente uma menor necessidade de defesa antioxidante, devido a um menor nível inicial 

de estresse oxidativo. Na polpa, contudo, tratamentos com NO aumentaram significativamente 

a atividade da SOD em relação ao controle, sugerindo um estímulo na resposta antioxidante 

interna, proporcionado pelo NO, possivelmente decorrente de um maior acúmulo inicial de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) nesse tecido. Resultado semelhante foi descrito por Song 

et al. (2021) em pêssegos tratados com NO, nos quais a atividade da SOD foi intensificada, 

ajudando a reduzir o estresse oxidativo. 
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Tabela 15 – Atividade das enzimas peroxidase (POD; DO mg-1 de proteína minuto-1) e 

superóxido dismutase (SOD; mg mL-1) e conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2; H2O2 

µmol g-1 de amostra) em casca e polpa de maçãs ‘Maxi Gala’ após 7 meses de armazenagem 

em atmosfera controlada (AC; 1,0 kPa O2 + 2,0 kPa CO2; 1,5±0,2 ºC e UR de 94±2 %) e mais 

7 dias em condições ambiente (21±2 ºC e UR de 65±5 %), em função da aplicação de óxido 

nítrico (NO; 5 µL L-1 aplicação no início e no final e aplicação a cada 30 dias de 

armazenagem) em combinação com a aplicação ou não de 1-MCP nos frutos. 

Tratamento 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 
Média 

Sem 1-

MCP 

Com 1-

MCP 

Média 

Casca  Polpa 

SOD 

AC 323,7 338,7 331,2 a 134,8 137,9 136,4 b 

NO I+F 263,7 275,8 269,7 ab 168,6 210,5 189,5 a 

NO 30D 237,5 282,6 260,1 b 181,9 211,8 196,9 a 

Média 275,0 A 299,0 A  161,8 A 186,8 A  

CV (%) 21,0  18,2  

 POD 

AC 55,5 Aa 55,8 Aa  12,7 13,1 12,9 ab 

NO I+F 35,5 Bb 57,6 Aa  13,8 14,9 14,4 a 

NO 30D 58,1 Aa 42,8 Bb  11,6 8,8 10,2 b 

Média - -  12,7 A 12,3 A  

CV (%) 16,0  22,5  

 H2O2 

AC 0,89 Bb 0,94 Aab - 0,49 0,53 0,51 a 

NO I+F 0,96 Aab 1,02 Aa - 0,46 0,57 0,51 a 

NO 30D 1,15 Aa 0,77 Bb - 0,46 0,47 0,47 a 

Média - -  0,47 B 0,53 A  

CV (%) 16,9  12,6  
*Médias não seguidas por mesma letra, maiúsculas na linha e minúscula na coluna, diferem entre si pelo teste 

LSD (p<0,05). NO I+F= aplicação de NO no início e no final do armazenamento. 

 

A aplicação de NO no início e no final do armazenamento em frutos sem tratamento 

prévio com 1-MCP, bem como a aplicação a cada 30 dias de NO em frutos previamente tratados 

com 1-MCP, resultou em menor atividade da POD na casca (Tabela 15). Esse comportamento 

sugere menor indução de estresse oxidativo sob essas condições, refletindo um possível papeo 

do NO na preservação da homeostase redox e na redução da necessidade de ativação 

enzimática. Como a POD atua na eliminação de peróxidos e proteção da integridade das 

membranas celulares, a redução de sua atividade pode sugerir um ambiente menos oxidativo e, 

consequentemente, maior preservação da estrutura celular (REN et al., 2017). Na polpa, não 

foram observadas alterações significativas na atividade da POD entre os tratamentos, indicando 

que a aplicação de NO não influenciou esse tecido. Essa resposta mais discreta pode estar 
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associada à menor exposição da polpa a estímulos externos e à relativa estabilidade do ambiente 

interno, tornando esse tecido menos responsivo aos tratamentos aplicados. 

Na casca, observou-se que a aplicação periódica de NO em combinação com 1-MCP 

resultou em redução dos níveis de H2O2, mas sem diferir dos frutos que não receberam NO 

(Tabela 15). Ainda assim, esse comportamento sugere que a associação entre os dois 

reguladores pode atenuar o acúmulo de H2O2 na casca durante o armazenamento. Esse efeito é 

coerente com estudos que atribuem ao NO a capacidade de reduzir o conteúdo de H2O2 por 

meio da ativação de enzimas antioxidantes e pela neutralização direta de EROs (REN et al., 

2017). Por outro lado, quando o NO foi aplicado a cada 30 dias sem tratamento prévio de 1-

MCP, resultou no maior acúmulo de H2O2, o que pode indicar uma ativação excessiva de vias 

reativas sem a presença de um modulador complementar como o 1-MCP, possivelmente 

relacionada ao acúmulo de EROs em resposta a um estresse repetitivo. Essa tendência também 

foi observada na aplicação de NO no início e no final do armazenamento, que apresentou níveis 

estatisticamente semelhantes, embora inferiores, ao tratamento de NO a cada 30 dias. Esse 

resultado reforça que a eficácia do NO na modulação redox depende da frequência de aplicação 

e da interação com outros compostos reguladores como o 1-MCP. Na polpa, os frutos 

previamente tratados com 1-MCP apresentaram maior conteúdo de H2O2, o que pode refletir 

uma limitação na difusão do NO até os tecidos internos ou uma menor eficácia da combinação 

na regulação do sistema redox.  

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a aplicação de NO, especialmente 

quando realizada de forma periódica, exerce efeitos significativos na manutenção da qualidade 

pós-colheita de maçãs ‘Maxi Gala’ durante o armazenamento em atmosfera controlada. A 

eficácia do NO, no entanto, mostrou-se amplamente dependente da presença prévia de 1-MCP, 

evidenciando interações fisiológicas importantes entre esses dois reguladores. A aplicação 

combinada de 1-MCP e NO periódica foi particularmente eficiente na modulação da produção 

de etileno, preservação da cor da epiderme, redução da incidência de polpa farinácea e 

regulação do equilíbrio redox, refletido na atividade enzimática e nos teores de H₂O₂ e 

compostos fenólicos. Embora o NO isoladamente não tenha promovido alterações significativas 

na firmeza da polpa ou na composição de sólidos solúveis, sua atuação na manutenção estrutural 

da polpa e nos mecanismos antioxidantes sugere um papel complementar e promissor na 

extensão da vida útil dos frutos. Esses resultados reforçam o potencial do uso combinado de 

NO e 1-MCP como uma estratégia complementar para prolongar a vida útil e manter a 

qualidade pós-colheita de maçãs ‘Maxi Gala’, destacando a importância da frequência de 

aplicação do NO para a eficácia do tratamento. 
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4.4 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a aplicação de NO, especialmente 

quando realizada de forma periódica, exerce efeitos significativos na manutenção da qualidade 

pós-colheita de maçãs ‘Gala’ durante o armazenamento em atmosfera controlada. A eficácia do 

NO, no entanto, mostrou-se amplamente dependente da presença prévia de 1-MCP, 

evidenciando interações fisiológicas importantes entre esses dois reguladores. A aplicação 

combinada de 1-MCP e NO periódica foi particularmente eficiente na modulação da produção 

de etileno, preservação da cor da epiderme, redução da incidência de polpa farinácea e 

regulação do equilíbrio redox, refletido na atividade enzimática e nos teores de H₂O₂ e 

compostos fenólicos. Embora o NO isoladamente não tenha promovido alterações significativas 

na firmeza da polpa ou na composição de sólidos solúveis, sua atuação na manutenção estrutural 

da polpa e nos mecanismos antioxidantes sugere um papel complementar e promissor na 

extensão da vida útil dos frutos. Esses resultados reforçam o potencial do uso combinado de 

NO e 1-MCP como uma estratégia complementar para prolongar a vida útil e manter a 

qualidade pós-colheita de maçãs ‘Gala’, destacando a importância da frequência de aplicação 

do NO para a eficácia do tratamento. 

  



76 

 

5 CONCLUSÃO GERAL 

 

A aplicação de óxido nítrico durante o armazenamento em atmosfera controlada 

demonstrou ser uma tecnologia promissora para a manutenção da qualidade pós-colheita de 

maçãs ‘Gala’. Os resultados obtidos evidenciam que o efeito do óxido nítrico é dependente da 

dose, da frequência de aplicação e do estádio de maturação dos frutos na colheita. Doses 

moderadas, aplicadas de forma sequencial, foram eficazes em retardar o amadurecimento, 

reduzir a produção de etileno e a taxa respiratória, manter a firmeza da polpa e diminuir a 

incidência de podridões e polpa farinácea, além de modular positivamente a atividade 

antioxidante. Comparado ao 1-metilciclopropeno, o óxido nítrico apresentou desempenho 

semelhante quanto aos parâmetros cor da epiderme, acidez titulável, sólidos solúveis, atividade 

antioxidante total, peroxidase na casca e superóxido dismutase na polpa e desempenho superior 

ao reduzir taxa de produção de etileno e incidência de podridões e aumentar o teor de compostos 

fenólicos totais na casca, especialmente em frutos colhidos em estádio mais avançado de 

maturação. Assim, o uso do óxido nítrico, especialmente em combinação com o 1-

metilciclopropeno, representa uma estratégia promissora para potencializar os efeitos do 

armazenamento em atmosfera controlada, contribuindo para a ampliação da vida útil e a 

conservação da qualidade de maçãs destinadas ao mercado nacional e internacional. 
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1  | INTRODUC TION

Strawberries are highly perishable products, with reduced posthar-
vest life, mainly due to the incidence of rot. Among the pathogens, 
fungi Botrytis cinerea (gray mold), Rhizopus stolonifer (soft rot), and 
Colletotrichum (anthracnose) species are highlighted (Parvez and 
Wani,  2018). However, B. cinerea fungus is the main cause of rot 
during the strawberries postharvest. It infects the fruit through the 
flower and usually develops after harvest when the fruit is ripe.

The most recommended management of gray mold is using 
fungicides in pre-harvest, in flowering (Petrasch et  al.,  2019). 
Nevertheless, there are no products registered for the control of B. 
cinerea in postharvest (Parvez and Wani, 2018). In addition, there is 

a growing concern and pressure from consumers to reduce the use 
of agrochemicals due to the possible harmful effects on the environ-
ment and human health. Thus, essential oils are a form of alternative 
disease control, pre- or postharvest.

The use of essential oils has proven to be attractive, mainly due 
to its volatility, possibility of application by fumigation, production 
of safer foods, wide acceptance by consumers, less environmental 
impact, and biodegradable properties (Heredia et  al.,  2018). The 
application of essential oils is an interesting method for the control 
of postharvest diseases, due to their bioactivity in the vapor phase, 
making them useful as possible fumigants (Arrebola et al., 2010).

Several studies have demonstrated positive effects of using 
essential oils from plants as a disease control method Vilaplana 
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Abstract
The objective of the present work was to evaluate the effect of tea tree essential oil 
(Melaleuca alternifolia; TTEO) on postharvest rot by Botrytis cinerea as well as on the 
physical-chemical quality and volatile profile of ‘San Andreas’ strawberries. The fruits 
were treated by fumigation with TTEO at concentrations of 0 (control), 100, 300, and 
600 µl L−1. The TTEO application reduced the development of gray mold, decreas-
ing the strength for flesh penetration and causing a red color in the most opaque 
epidermis. The TTEO reduced the total phenolic compounds content and peroxidase 
enzyme activity. As the TTEO dose increased, the oil volatiles characteristic was in 
greater quantities than the characteristic aromas of strawberries. The application of 
the TTEO reduced the development of the disease; however, there were undesirable 
changes in the physical-chemical quality of the fruits as well as in the volatile profile.
Practical application: This study analyzed the effects of treatment with tea tree es-
sential oil fumigation in ‘San Andreas’ strawberry as a way to reduce postharvest rot 
gray mold and preserve fruit quality. Tea tree essential oil reduced the development 
of the gray mold, increasing the strength for flesh penetration and causing a red color 
in the most opaque epidermis.
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et  al.  (2018). Pazmiño observed that the essential oil of thyme 
(Thymus vulgaris) applied in postharvest can control Colletotrichum 
musae in organic bananas, with no negative effect on the physical-
chemical and sensory qualities. Chaemsanit et al. (2018) showed 
that the application of peppermint oil (Mentha piperita L.) provided 
14  days without rot caused by Penicillium and Rhizopus in dragon 
fruits and maintained the firmness, the titratable acidity, and the 
total phenolic compounds (CFT) content in the fruits.

The tea tree (Melaleuca alternifolia) is originally from Australia, 
and its essential oil extracted from the leaves is rich in terpinen-
4-ol, giving the oil antifungal and antibacterial properties (Russell 
and Southwell, 2002). Shao et al. (2013) tested the vapor application 
from tea tree essential oil (TTEO) to strawberries and reported a re-
duction in gray mold (Botrytis cinerea) and soft rot (Rhizopus stoloni­
fer) in artificially infected fruits. However, although there is a lot of 
evidence on the positive effect of using the essential oil on disease 
control, including TTEO, changes in physical-chemical attributes 
may occur, especially on the volatile compounds that contribute to 
the fruit’s aroma. Therefore, to reduce postharvest losses and obtain 
safer fruits, alternative methods, such as the use of essential oils, are 
sought for the control of pathogens in strawberries without altering 
the sensory characteristics of the fruit.

The objective of this work was to evaluate the TTEO postharvest 
effects on rot caused by Botrytis cinerea as well as on the physical-
chemical quality and volatile profile of ‘San Andreas’ strawberries.

2  | MATERIAL S AND METHODS

The experiment was carried out with ‘San Andreas’ strawberries 
(Fragaria x ananassa) from a commercial production area located 
in the municipality of Lages in Santa Catarina (27°46′W; 50°12′S; 
930 m altitude). The fruits were harvested at commercial maturity 
for consumption, with 75% of the surface having a bright red color.

The fruits were sanitized with a solution of sodium hypochlorite 
at 150 µl L−1 for 5 min, rinsed with distilled water, and dried under 
ambient temperature for 2  hr (Borges et  al.,  2013). Subsequently, 
each fruit was inoculated with a 5 µl aliquot of a spore suspension 
(105 spores ml−1) of Botrytis cinerea on one side of the fruit in lesions 
with a depth of 3 mm previously performed with a 2-mm diameter 
tip (Shao et al., 2013).

The fruits were treated by fumigation with TTEO at concentra-
tions of 0 (control), 100, 300, and 600 µl L−1. The treatments con-
sisted of four replications, with each sample unit consisting of 15 
fruits inoculated with B. cinerea for assessing incidence and severity 
and 20 fruits not inoculated for quality assessments. TTEO from the 
Ferquima Ind. E Com. de Óleos Essenciais company was used. For 
fumigation, the fruits were placed in 30-L containers with airtight 
closure. The TTEO was added to a kitasato flask, which was attached 
to the hermetic container with the fruits, and the air was circulated 
between the kitasato and the hermetic container with the aid of a 
nebulizer (G-TECH, NEBBCOM V model) for 12 hr, forcing the TTEO 
to volatilize.

After the treatments were applied, the fruits were kept under 
ambient condition (23  ±  3°C and RH of 80% ±  2%) for 1.5  days, 
when the inoculated ones were evaluated for the incidence and se-
verity of rot every 12  hr. Non-inoculated fruits were evaluated at 
the end of the 2 days for the following attributes: rot incidence and 
severity, strength for flesh penetration, soluble solids (SS), titrat-
able acidity (AT), epidermis color [“hue” angle (hº), lightness (L), and 
chroma (C)], respiratory and ethylene production rates, CFT content, 
peroxidase enzyme activity (POD), and volatile compounds profile. 
The variables SS, AT, epidermis color and CFT, strength for flesh 
penetration, and rot incidence were analyzed as described by Soethe 
et al. (2016). Rot incidence and severity were assessed as described 
in Anami et al. (2020).

Respiratory (CO2 kg−1 s−1 ηmol) and ethylene production (C2H4 
kg−1 s−1 ηmol) rates were quantified by a gas analyzer and gas chro-
matograph, respectively. Fruits of each replication were placed in 
1.05-L containers with airtight closure. Respiratory and ethylene 
production rates were obtained by the difference in the concentra-
tions of CO2 and C2H4, respectively, inside the container immedi-
ately after its closure and after 0.5 hr. For the CO2 analysis inside 
the containers, an O2 and CO2 gas analyzer (Schelle®) was used. For 
the ethylene analysis, three samples of the free space atmosphere of 
these containers were collected with 1.0 ml plastic syringes, which 
were injected into a gas chromatograph (Perkin Elmer®, Clarus 580 
model) equipped with a 3-m long Porapak N® column (80–100 mesh) 
and flame ionization detector. The column, detector, and injector 
temperatures were 90, 240, and 120°C, respectively. The flows of 
nitrogen, hydrogen, and synthetic air were 70, 45, and 450 ml/min, 
respectively.

With the data on incidence and severity of rot due to gray mold, 
the areas under the disease progress curve of incidence (AACPDi) 
and severity (AACPDs) were calculated from the formula described 
by Shaner and Finney (1977).

The POD enzyme activity was determined according to the 
method described by Hammerschmidt et al.  (1982), with modifica-
tions. In 0.5  g of the fresh sample (previously macerated in liquid 
nitrogen), 5  ml of 0.100  M potassium phosphate buffer (pH 7.0; 
Vetec) containing 1  mM of insoluble polyvinylpyrrolidone (PVPP; 
Vetec) and 1 mM of ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA; Synth) 
for every 100 ml of buffer, homogenized in ultraturrax (Heidolph, 
Silent Cruscher M model) and 0.1% triton (v/v; Vetec), were added 
for 1 min. The extract was kept at rest for 15 min at 8°C and then 
centrifuged at 12,880 g for 10 min at 4°C in a centrifuge (Hitachi, 
CR22N model). A 1-mL volume of the supernatant was used for the 
enzymatic experiment. Immediately after adding 2 ml of a reaction 
mixture containing potassium phosphate buffer (Vetec): guaiacol 
(Vetec): H2O2 (Vetec; 5:0.0125:0.0163 ml), the enzymatic activity 
was defined as the increase in absorbance per minute, quantified at 
a wavelength of 470 nm in microplate reading (PerkinElmer, EnSpire 
model), and the result was expressed in optical density (DO).mg−1 of 
minute−1 proteins.

To obtain the samples to analyze volatile compounds, the fruits 
of each replication were longitudinally cut in four parts, in which a 
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portion was separated to compose the sample for these analyses. 
The samples were processed with a vertical crusher (Philips Walita, 
RI1364 model) and stored in falcon tubes in a freezer (Consul, 
CVU30EB). An aliquot of 1 g of the sample was taken, mixed with 
1 g of NaCl (Anhydrol) and 5 ml of distilled water, and placed inside 
20 ml vials sealed with screw caps and silicone septum coated with 
PTFE (Agilent Technologies). To extract volatile compounds from the 
space above the liquid sample inside the vial (head space), the sam-
ples were subjected to microextraction in solid phase (HS-SPME) 
using a fiber coated with divinylbenzene/carboxene/polydimeth-
ylsiloxane sorbent (DVB/CAR/PDMS; 1  cm long, 50/30  µm thick, 
Supelco, StableFlex™). The vials containing the samples were sub-
merged in a water bath at 35°C for 5 min. Then, the SPME fiber was 
exposed to the space of each sample for 30 min under constant ag-
itation and a controlled temperature of 35°C. After the fiber was 
exposed to the space, it was injected into the chromatograph with a 
desorption time of 5 min. The volatile compounds were quantified by 
a gas chromatograph (GC; Perkin Elmer, Clarus® 680 model) coupled 
to a mass spectrometer (Perkin Elmer, Clarus® SQ 8 S model). The 
GC was equipped with a Perkin Elmer Elite-5MS capillary column, 
30 m × 0.25 mm a.i., with a thickness of 0.25 μm. The total running 
time was 37  min, and the temperature program was as described 
by Boishebert et al. (2006). The injector and detector temperatures 
were 250°C, and helium gas was used as the carrier gas at a flow rate 
of 1.5 ml/min. The identification of the compounds was based on the 
chromatograph library, which indicated the likelihood of the sample 
compound similarity with the data contained in the software. The 
semi-quantification of the compounds was performed with 2 μl of a 
standard C7-C40 n-alkanes (Sigma-Aldrich), read in the same config-
urations as the sample run, and the area of each compound was cal-
culated from the nearest n-alkane one (Ruiz-Hernández et al., 2018).

The experimental design used was completely randomized. The 
data were submitted to variance analysis. The AACPDs, AACPDi, PC 
and the volatile compound linalol data were submitted to the regres-
sion analysis and the quality data to the analysis of polynomial or-
thogonal contrasts, with the SAS statistical program (SAS Institute, 
2002).

3  | RESULTS AND DISCUSSION

The increase in the TTEO concentration reduced the AACPDi and 
AACPDs from B. cinerea in ‘San Andreas’ strawberries (Figure 1). For 
AACPDi, at 100 and 600 μl L−1 TTEO doses, there were reductions 
of 64% and 95%, respectively, compared to the control (Figure 1a). 
For AACPDs, at 100, 300, and 600 μl L−1 TTEO doses, there were 
reductions of 23%, 41% and 45%, respectively, compared to the con-
trol (Figure 1b). This results from the direct action of TTEO on the 
pathogen because in vitro experiments showed that 100 and 500 μl 
L−1 doses resulted in 55% and 91% of pathogen control, respectively, 
compared to control and showed a total inhibition of the pathogen 
with doses above 1,000 μl L−1 (data not shown). Other authors have 
also found that the application of TTEO reduces the incidence and 

severity of various diseases. Shao et  al.  (2013) applied 0.9  g/L of 
TTEO to strawberries and found a 55% reduction in incidence and 
a 5 mm reduction in the diameter of the lesion caused by B. cinerea. 
Wei et al. (2018) found a 43% reduction in incidence and 7 mm reduc-
tion in the diameter of the lesion caused by B. cinerea in strawberries 
treated with 0.9 g/L of TTEO. Kong et al. (2020) demonstrated that 
the application of 2 ml/L of TTEO in grapes reduced the diameter of 
the lesion caused by Aspergillus ochraceus. Therefore, it is evident 
that the TTEO essential oil has a fungicidal effect against some path-
ogens. For TTEO, the major compound is terpinen-4-ol, with an anti-
fungal, anti-inflammatory, and antiviral effect (Yadav et al., 2017). Its 
antifungal property is related to changes in the permeability of the 
fungi membrane (Yadav et al., 2017). Li et al. (2017) related the anti-
fungal activity to the effects exerted by the TTEO on the content of 

F I G U R E  1   Area below the disease progress curve (AACPD) for 
incidence (a) and severity (b) of Botrytis cinerea in ‘San Andreas’ 
strawberries subjected to 0, 100, 300, and 600 μl L−1doses of 
melaleuca (Melaleuca alternifolia) essential oil and maintained for 
36 hr under ambient conditions (23 ± 2°C/60 ± 5% RH)
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total lipids and ergosterol as well as to the different levels of inhibi-
tion observed in the pathogen respiratory metabolism.

Respiratory and ethylene production rates decreased with the 
increase in the TTEO dose, with a reduction of 70% and 85%, respec-
tively, in the 600 µl L−1 dose when compared to the control (Table 1). 
Mohammadi et al. (2021) found results similar to those obtained in 
the present work when applying basil (Ocimum basilicum L.) essen-
tial oil on strawberries. The results also corroborate those found by 
Mohammadi et al. (2016), in which there was a lower respiratory rate 
in cucumbers treated with Zataria multiflora essential oil. Strawberry 
is a non-climacteric fruit, that is, after harvest it tends to decline in 
respiratory rate and ethylene production. However, the TTEO effect 
on respiratory and ethylene production rates cannot be considered 
an inhibitory action on cell metabolism. If this TTEO effect were the 
result of a delay in cellular metabolism, a reduction in the evolution 
of other processes related to the fruit ripening in response to the 
TTEO would also be expected, like reduction content of SS and in-
creased AT and flesh firmness, which did not happen.

Fruits treated with the 600  μl L−1 TTEO dose had a higher SS 
content (Table 1). In turn, the AT decreased with a higher TTEO dose. 
Tabaestani et al. (2013) obtained similar results when applying cumin 
essential oil (Cuminum cyminum L.) to tomatoes, where they found an 
increase in the SS content and a reduction in the AT. On the other 
hand, Barreto et al.  (2016) found that the application of Origanum 
vulgare L. essential oil to cherry tomatoes increased the content of 
SS and AT. The high content of SS and the low AT in ‘San Andreas’ 
strawberries characterize the ripening of the fruit, considering that 
organic acids can be converted into sugars (Perkins-Verazie, 1995).

The strength for flesh penetration decreased linearly with the 
increase in the TTEO dose (Table 1). The reduction in the firmness of 
the fruit also shows that the TTEO application accelerated their rip-
ening, considering that this reduction is related to the degradation of 
the cell wall. One of the physiological processes that interfere in the 
postharvest of strawberries is transpiration, which causes physiolog-
ical deterioration such as loss of mass, wilting, reduction of stiffness, 
turgid and fruit succulence (Rodov et al., 2010). Strawberry fruit has 
a large exposed surface for transpiration in relation to its weight, 

and, in addition, epidermis is very thin and unprotected, which fa-
cilitates the loss of water and limits your shelf life. However, several 
studies did not observe the effect of the essential oils application on 
the flesh firmness of many fruit species. Sun et al. (2014) observed 
that the application of carvacrol maintained the firmness of blueber-
ries after seven days. On the other hand, Vieira et al. (2018), when 
applying different essential oils to “Fuji” apples, did not find any vari-
ation in the fruit firmness, and Asghari et al. (2009) found that there 
was no change in firmness in “Selva” strawberries when cumin es-
sential oil (Cuminum cyminum L.) was applied. These works show that 
type of fruit, essential oil, dose, duration, and application conditions 
influences the results.

In item L, the color of the epidermis did not show any difference 
among the TTEO applied doses; the C decreased and h° increased 
with a higher TTEO dose (Table 2). Consequently, the TTEO applica-
tion resulted in fruits that were less red and more opaque in color. 
The development of the red color in strawberries after harvest is 

TTEO doses (µl 
L−1)

Respiratory 
rate

Ethylene 
production rate SS AT

Strength 
for flesh 
penetration

0 1,305.7 38.9 7.10 1.43 1.23

100 1,128.5 23.3 6.95 1.34 1.25

300 867.4 9.80 6.68 1.21 1.07

600 402.6 5.80 7.35 1.35 0.83

Linear * * ns * **

Quadratic ns ns ** ns ns

C.V. (%) 25.8 57.6 7.10 1.43 1.23

Note: Data submitted to the analysis of polynomial orthogonal contrasts.
Abbreviation: ns, not significant.
*, **Significant at 0.1% and 1% error probability, respectively.

TA B L E  1  Respiratory rates (CO2 
kg−1 s−1 ηmol), ethylene production (C2H4 
kg−1 s−1 pmol), soluble solids (SS; ºBrix), 
titratable acidity (AT; citric acid %), and 
strength for flesh (N) penetration in 
‘San Andreas’ strawberries subjected 
to tea tree essential oil (TTEO) doses 
and maintained for 36 hr under ambient 
conditions (23 ± 2°C/RH of 60 ± 5%)

TA B L E  2   Epidermis color [brightness (L), chroma (C), and hue 
angle (hº)], content of total phenolic compounds (CFT; mg EAG 
100 g−1 PF), and peroxidase enzyme activity (POD; DO mg−1 of 
min−1 protein) in ‘San Andreas’ strawberries subjected to tea tree 
essential oil (TTEO) doses and maintained for 36 hr under ambient 
condition (23 ± 2°C/60 ± 5% RH)

TTEO doses
(µl L−1) L C hº CFT POD

0 34.2 39.4 35.7 135.4 2.93

100 36.2 42.4 37.4 158.6 1.46

300 36.5 34.4 38.4 122.6 1.04

600 36.5 31.2 40.8 106.6 0.06

Linear ns * * * *

Quadratic ns ns ns ns ns

C.V. (%) 34.2 39.4 35.7 6.85 63.0

Note: Data subjected to the analysis of polynomial orthogonal contrasts.
Abbreviation: ns, not significant.
*Significant at 0.1% error probability.
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a normal process related to the increase in anthocyanin synthesis 
and the advancement of fruit ripening. On the other hand, softening 
and discoloration are common changes that accompany the ripening 

and senescence of the strawberry (Hu et  al.,  2012), effects that 
were observed in the fruits treated with TTEO (Tables 1 and 2). Wei 
et  al.  (2018) found redder strawberries when applying the TTEO. 

TA B L E  3  Volatile compounds (area, %) identified in ‘San Andreas’ strawberries subjected to tea tree essential doses (TTEO) and 
maintained for 36 hr under ambient condition (23 ± 2°C/60 ± 5% RH)

Compound

TTEO doses (µL L−1)

0 100 300 600

Esters

(E3)-Hexenyl acetate 0.37 ± 0.37 ND ND ND

(Z2) Hexen-1-ol acetate 5.63 ± 4.48 3.58 ± 2.33 ND ND

2-Methylbutyl acetate 5.11 ± 2.23 ND ND ND

2-Ethylhexyl acetate 0.15 ± 0.15 ND ND ND

Ethyl acetate 11.44 ± 14.71 1.96 ± 2.14 14.42 ± 7.02 5.37 ± 2.28

Hexyl acetate 3.37 ± 0.48 1.76 ± 2.15 ND ND

Isobutyl acetate 3.87 ± 2.13 ND ND ND

Isopentyl acetate 1.89 ± 0.40 ND ND ND

Isopropyl acetate 0.65 ± 0.31 ND ND ND

Methyl acetate 7.76 ± 1.25 2.53 ± 3.00 ND ND

Tiglyl acetate 0.68 ± 0.41 ND ND ND

Ethyl butanoate 4.72 ± 2.29 ND ND ND

Methyl butanoate 13.52 ± 5.95 2.75 ± 1.64 ND ND

Isopropyl butyrate 0.60 ± 0.53 ND ND ND

Butyl ethanoate 1.35 ± 1.27 ND ND ND

Ethyl hexanoate 1.79 ± 1.96 ND ND ND

Methyl hexanoate 11.41 ± 2.20 ND ND ND

Alcohols

(E2)-Hexen-1-ol 3.68 ± 1.24 ND ND ND

1-Hexanol 6.29 ± 5.75 ND ND ND

2-Ethyl Hexanol 5.49 ± 2.99 ND ND ND

Ethanol ND ND 2.59 ± 1.37 2.40 ± 1.78

Aldehydes

(E)-2-Hexenal 0.46 ± 0.12 ND ND ND

Decanal 0.12 ± 0.14 ND ND ND

Fenchone ND ND 0.40 ± 0.47 1.71 ± 0.25

Acids

Butanoic acid 0.77 ± 0.32 ND ND ND

Terpenes

α-Phellandrene ND ND ND 1.63 ± 0.30

4-Terpinenil acetate ND ND ND 1.62 ± 0.20

Eucaliptol ND 7.20 ± 5.37 18.71 ± 8.48 19.43 ± 2.33

Linalol 8.09 ± 4.43 3.47 ± 1.77 0.82 ± 0.41 1.07 ± 0.21

m-Cimeno ND 2.99 ± 2.60 11.61 ± 5.95 23.12 ± 4.11

Terpinen-4-ol ND 52.40 ± 30.01 31.92 ± 31.18 15.24 ± 12.29

Terpineno ND 1.47 ± 1.30 5.65 ± 3.26 12.36 ± 2.88

Terpineol ND 19.89 ± 11.30 12.49 ± 5.28 16.06 ± 4.57

Note: National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Summary. https://pubch​em.ncbi.nlm.nih.gov/compo​und/. Accessed in 
August, 2020.
Abbreviation: ND, not detected.

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/
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However, Asghari et  al.  (2009) observed that the application of 
cumin essential oil (Cuminum cyminum L.) maintained the color char-
acteristics of “Selva” strawberries. Dehestani-Ardakani and Mostofi 
(2019), when applying Thymus essential oil to “Shahroudi” grapes, 
also found a color maintenance on the fruits. Vieira et  al.  (2018) 
found no difference in the epidermis color of “Fuji” apples when ap-
plying essential oils of rosemary, citronella, cinnamon, and cloves. 
From the results obtained by different authors, it is evident that 
there is an effect depending on the type of essential oil used as well 
as the susceptibility of the fruit structure to the action of the oils. 
For example, given that the strawberry is a fruit with a very thin and 
sensitive epidermis, it is more conducive to changes in its structure 
when the TTEO is applied.

The CFT content decreased linearly in ‘San Andreas’ strawberries 
with the increase in the TTEO dose (Table 2). Sellamuthu et al. (2013) 
also found an increase in the CFT content in avocados with the ap-
plication of thyme essential oil. However, Cindi et al. (2016) found an 
increase in the CFT content in response to the application of thyme 
and cinnamon essential oils in two peach cultivars. The increase in 
the CFT content in strawberries can be attributed to the accumula-
tion of anthocyanins and, consequently, to the development of the 
fruit's reddish color (Dhital et al., 2018). However, this did not occur 
in the current work, according to the epidermis color data presented 
(Table 2), which showed that TTEO may have impaired the develop-
ment of a secondary metabolism.

POD enzyme activity decreased with a higher TTEO dose 
(Table  2). POD is directly involved in the induction of the fruit 
defense mechanisms, as it creates a lignin or suberin physical 
barrier in response to the interaction of pathogens, injuries, and 
environmental restrictions (Passardi et al., 2004). Thus, consider-
ing the data obtained with the POD and CFT activity, the TTEO 
application did not induce the defense mechanism of strawberries. 
However, Shao et  al.  (2013), when applying 0.9  g/L of TTEO to 
“Hongyan” strawberries, found a higher POD activity compared 
to control fruits.

The volatile compounds profile identified in ‘San Andreas’ straw-
berries show that, regardless of the dose, the TTEO application sup-
pressed some of the fruit volatile compounds (Table 3). Most of the 
esters showed a reduction in the relative area or were suppressed 
with the TTEO application (Table 3). In addition, methyl butanoate 
and ethyl acetate were the esters with the largest relative area found 
in the control fruits. Among the esters detected in them, ethyl ace-
tate is one of the main components of strawberry volatiles (Dong 
et al., 2013). Esters promote characteristic fruity and floral aromas 
in the fruits (Oz et al., 2016; Yan et al., 2018).

The volatile alcohols were also mostly suppressed in TTEO-
treated fruits, except for ethanol that was found only in fruits treated 
with 300 and 600 μl L−1 of the TTEO (Table 3). Anami et al. (2020) 
found that fruits in an advanced ripening stage contained a higher 
concentration of ethanol, indicating fermentative metabolism. 
Ethanol is one of the compounds responsible for off flavor (Yan 
et al., 2018), and in this case, it is probably related to the advance-
ment in the fruit ripening process.

Among the terpenes, linalool was found in all fruits regardless of 
the dose, whereas it decreased with a higher TTEO dose (Figure 2). 
Terpenes, such as linalool, nerolidol, and geraniol, are important in the 
strawberry aroma composition (Oz et al., 2016), with linalool being 
among the most important compounds for the strawberry flavor and 
aroma, giving it a fruity floral essence (Azodanlou et al., 2003).

In TTEO-treated strawberries, the terpenes with greater rel-
ative participation were terpinen-4-ol, terpineol, eucalyptol, and 
m-cymene (Table 3). Terpinen-4-ol is a monoterpene alcohol found 
in several plants and the major TTEO component (Wei et al., 2020; 
Yang et al., 2013). According to the results, in the treated fruits, re-
gardless of the TTEO dose used, the TTEO characteristic volatiles are 
in greater amount than those aromas characteristic of strawberries.

Although the results demonstrate, the potential for using the 
TTEO as an alternative for gray mold control in ‘San Andreas’ straw-
berries, its use also decreased the fruit quality, especially by reduc-
ing their strength for flesh penetration and the CFT content and 
changing their color and aroma. Increase in TTEO dose suppressed 
volatile compounds characteristic of strawberry and were identified 
volatile compounds of TTEO in strawberry fruit. It is possible that 
this deleterious effect is due to the way in which the TTEO is applied 
and time of exposure to the oil vapor. Additional studies to evaluate 
the treatment time as well as other forms of TTEO application in 
postharvest and the fields could to determine if it is possible to main-
tain the positive effects of the TTEO in terms of pathogen control 
without changing the fruit quality.

4  | CONCLUSION

The tea tree essential oil application in postharvest via fumigation 
reduces the development of rot caused by Botrytis cinerea. However, 

F I G U R E  2  Volatile compound linalool (area, %) identified in 
‘San Andreas’ strawberries maintained for 36 hr under ambient 
conditions (23 ± 2°C/60 ± 5% RH) in response to applied tea tree 
essential doses (TTEO)
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it causes undesired changes in the physicochemical quality of the 
fruits as well as in volatile compounds profile.
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1  | INTRODUC TION

The “Cripps Pink” apple is a very attractive fruit, with a reddish-pink 
color, consistently crunchy white flesh, and accentuated juiciness and 
aroma (Fioravanço et al., 2011), and has thus become a very import-
ant commercial variety worldwide. However, the increasing demand 
for quality, added to the concentrated production of apples in a short 
period of the year, implies the need for adequate storage of the fruit to 
provide the consumer market with a quality product for a longer period.

Commercially, the most common way to store apples is in a con-
trolled atmosphere (CA). The low partial pressure of O2 (<2.0 kPa) 
and high partial pressure of CO2 (≥1.0 kPa) reduce ethylene produc-
tion and respiration, thus preserving the physicochemical character-
istics and inhibiting or reducing the occurrence of some physiological 
disorders (Gupta et al., 2009). However, to extend the storage pe-
riod and maintain the quality of apples, research is constantly being 
carried out using different technologies associated with CA storage 
(Both et al., 2014).
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Abstract
The objective of this work was to evaluate the effect of the application of technolo-
gies complementary to controlled atmosphere (CA) storage, 1-methylcyclopropene 
(1-MCP), ethanol vapor (Eth), and nitric oxide (NO), on the quality of “Cripps Pink” 
apples. The treatments evaluated were control (without complementary technology), 
1-MCP (1 μl L−1), Eth (6 ml/kg), and NO (10 and 20 μl L−1), applied before the fruits 
were stored in a CA (1.2 kPa O2 + <0.1 kPa CO2 at 1.5 ± 0.2°C and 94 ± 2% RH). 
Fruit treated with 1-MCP showed lower respiration and ethylene production rates, 
superficial scald and mealy fruit, greener peel and higher flesh firmness, and titrat-
able acidity. All treatments additional to CA led to a lower respiratory rate and higher 
total phenolic compound content and total antioxidant activity than the control. NO 
(10 and 20 µl L−1) treatment prior to CA storage reduced the respiratory rate and su-
perficial scald compared to the control.
Practical application: This study analyzed the effects of pretreatment with 
1-methylcyclopropene (1-MCP), ethanol vapor, and NO fumigation before controlled 
atmosphere storage of “Cripps Pink” apples as a way to preserve fruit quality. 1-
MCP treatment maintained better quality than the other treatments. NO treatment 
showed intermediate results of quality maintenance because reduced superficial 
scald and resulted in the highest total phenolic compound content and antioxidant 
activity in organic “Cripps Pink” apple.
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1-methylcyclopropene (1-MCP), a potent inhibitor of the action 
of ethylene, has been used effectively to control the ripening and 
senescence of fruits such as apples, bananas, mangoes, pears, to-
matoes, and kiwis (Piriyavinit et al., 2011). The beneficial effect of 
1-MCP in maintaining the quality of the fruit stems derives from 
its inhibitory effect on the action of ethylene, delaying the loss of 
firmness of the flesh (Akbudak et  al.,  2009) and reducing the oc-
currence of physiological disorders, such as superficial scald (Soethe 
et al., 2016). However, this technology is costly and has some dis-
advantages such as its negative impact on the aroma of the fruits 
(Thewes et al., 2015) and favoring the development of some post-
harvest rot (Watkins, 2006). Additionally, 1-MCP has restricted use 
in organic apple production.

Treatment with ethanol vapor (Eth) had a positive effect by de-
laying the ripening of “Royal Gala” apples, and reducing the loss of 
flesh firmness and ethylene production (Weber et al., 2016), and is 
an alternative to 1-MCP. Eth application is a simple and easy treat-
ment (Asoda et al., 2009), and as it is naturally produced by plants, 
it can be used in organic production systems. However, there is no 
information on the use of Eth application in “Cripps Pink” apples 
stored in a CA.

Nitric oxide (NO) is another alternative for maintaining the qual-
ity of stored fruits, as it reduces oxidative stress (Yin et al., 2012) 
and ethylene synthesis (Manjunatha et al., 2012), and can prevent 
the manifestation of physiological disorders and delay the ripening 
of stored apples. In addition, NO reduces the incidence of posthar-
vest rot (Abdollahi et  al., 2013). However, the effect of NO is de-
pendent on its concentration and the species of fruit (Manjunatha 
et al., 2012). NO is also naturally produced by plants and can be used 
in the storage of apples of organic production systems.

It is possible that Eth and NO could be used as complementary 
technologies to better maintain the quality of CA-stored “Cripps 
Pink” apples. Thus, the objective of this work was to evaluate the 
effect of the application of technologies complementary to CA stor-
age, 1-MCP, Eth, and NO, on the quality of “Cripps Pink” apples.

2  | MATERIAL S AND METHODS

2.1 | Plant material, experimental design, and 
treatments

The experiment was carried out with “Cripps Pink” apples from a 
commercial orchard located in the municipality of Vacaria, RS (50°42′ 
W; 28°33′ S; 955 m altitude), in 2017/2018. At harvest, “Cripps Pink” 
apples had a peel background color (h°), titratable acidity (TA; % 
malic acid), soluble solids (SS; °Brix), and flesh firmness (N) of 107.5, 
0.512, 13, 8, and 82.3, respectively.

The evaluated treatments consisted of control (without pre-
treatment prior to storage in CA), 1-MCP (1 µl L−1), Eth (6 ml/kg of 
fruit) and NO (10 and 20 µl L−1). The treatments (1-MCP, Eth, and 
NO) were applied one day before CA storage. Eth dose was defined 
based on preliminary tests (unpublished data). The doses of NO 

evaluated were established based on the results obtained in other 
fruits (Hendges et al., 2016; Singh et al., 2009).

The 1-MCP application was carried out according to the meth-
odology described in Brackmann et al.  (2010). SmartFresh was the 
commercial product used for 1-MCP treatment, being solubilized in 
water at ambient conditions within a sealed container. Thereafter, 
the solution was transferred to a petri dish, which was placed in an 
airtight chamber together with the fruits and left exposed for 24 hr.

For the application of Eth, the volume of liquid ethanol (6 ml/kg) 
was added to the interior of mini-chambers with airtight closure, and 
the fruits were exposed for 24 hr in ambient conditions (20 ± 3°C 
and RH of 63 ± 5%).

For the treatments with NO, the gas (NO 1,000 µl L−1 + N2 bal-
ance) was added to the interior of the hermetic mini-chambers until 
pre-established concentrations were achieved (10 and 20 µl L−1), 
with exposure for 2 hr in an environment with 1 kPa of O2 + ≤0.1 kPa 
of CO2 and 20 ± 3°C (Hendges et al., 2016).

After treatment, the fruit was stored in a CA (1.2  kPa O2 + 
<0.5 kPa CO2; the temperature of 1.5 ± 0.2°C and relative humid-
ity of 94  ±  2%). The establishment of CA conditions, monitoring, 
and maintenance were carried out according to the methodology 
described in Brackman et  al.  (2010). The O2 partial pressure was 
reduced using N2 from a nitrogen generator that uses the pressure 
swing adsorption principle to sweep and dilute the O2 inside the 
chambers. The O2 was reduced to 5.0 kPa on the first day of storage 
and 1.0 kPa·day−1 on the following five days through fruit respiration 
and N2 flushing until the preestablished partial pressure for each 
treatment was reached. The partial pressures of CO2 in the cham-
bers were obtained by their accumulation from fruit respiration. The 
replacement of O2 consumed by the fruit was carried out by injecting 
cold atmospheric air with an automatic control system. The excess 
CO2 produced by fruit respiration was absorbed by the circulation 
of the gas in the chamber through a CO2 absorber with calcium hy-
droxide. The CA conditions were measured daily by an O2 and CO2 
analyzer (Schelle, Germany).

2.2 | Measurements

At harvest, apples were evaluated for peel background color, TA, SS, 
and flesh firmness. After 6 months of storage in the CA plus 7 more 
days in ambient conditions to simulate the marketable period, fruits 
were evaluated for respiratory rate and ethylene production, peel 
background color, flesh firmness, TA, SS, SS/TA ratio, peel greasi-
ness, superficial scald, rot, mealy fruit, flesh browning, total phenolic 
compound (TPC) content, and total antioxidant activity (TAA).

For the quantification of the production of ethylene (ηmol C2H4 
kg−1  s−1) and of respiration (ηmol CO kg−1  s−1) rates, the fruits of 
each repetition were packed in 4.1 L containers, with air-tight clos-
ing, for 30 min. After this period, the ethylene was quantified by 
gas chromatography, a plastic syringe of 1.0 ml was used to collect 
three samples of air from the atmosphere of the free space from 
these containers, which were injected in a gas chromatographer 
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(Clarus 580, Perkin Elmer, USA), equipped with a Porapak N column 
of 3 m of length (80–100 mesh) and flame ionization detector. The 
temperatures of the column, the detector, and the injector were 
70, 250, and 130°C, respectively. The flows of nitrogen, hydrogen, 
and synthetic air were 70, 30, and 300 ml/min, respectively (Weber 
et al., 2016). The respiratory rate was quantified with an electronic 
gas analyzer (O2 and CO2) (Schelle, Germany), with the circulation 
of CO2 in a closed circuit (Weber et al., 2016).

The pell background color was measured in terms of lightness 
(L), chroma (C), and angle hue (h°), in an area with the least red color-
ation, with the aid of a colorimeter (CR 400, Konica Minolta, Japan) 
(Weber et al., 2016).

The flesh firmness (N) was determined in two opposing regions, 
in the equatorial portion of the fruit, with a small portion of the peel 
previously removed, with the aid of a motorized penetrometer (Güss 
Manufacturing Ltd., South Africa), equipped with an 11-mm diame-
ter tip (Weber et al., 2016).

The TA (% of malic acid) was determined in a sample of 5 ml of 
juice from the fruits, previously extracted from transversal slices, 
taken from the equatorial region of the apples, and shredded in 
an electric centrifuge. This sample was diluted in 45 ml of distilled 
water and titrated, with an automatic titrator (Titro Line Easy, Schott 
Instruments, Germany), with a sodium hydroxide solution of 0.1 N 
until pH 8.1. The SS content (%) was determined through a digital re-
fractometer (PR 201α, Atago, Japan), using the juice extracted from 
the apple as mentioned for TA. From the results of SS and TA the SS/
TA ratio was calculated (Soethe et al., 2016).

The incidence (%) of rot, mealy fruit, flesh browning, and super-
ficial scald was evaluated by counting the fruits with symptoms and 
comparing them with the total number of fruits. To flesh browning 
evaluation, the fruits were cut transversely in the equatorial region 
(Weber et al., 2016).

The peel greasiness was evaluated in accordance with the meth-
odology described by Yang et al. (2017), subjectively by rubbing fruit 
against the hand and scoring the degree of greasiness as none (0), 
slight (1), moderate (2), or severe (3).

TPC and TAA were evaluated in the peel and flesh (Stanger 
et  al.,  2018). The peel (1  mm thick) was removed from the en-
tire surface with the aid of a sharp blade. The flesh sample was 
obtained by removing a longitudinal slice, of around 1  cm, from 
the middle part of the fruit, discarding the endocarp region, and 
conserving each side of the slice. The flesh samples were pro-
cessed with the aid of a vertical grinder (model RI1364), manu-
factured by Philips Walita (Varginha, Brazil), and the peel samples 
were macerated in a mortar with liquid nitrogen. The extract for 
the quantification of TPC was obtained as described by Rufino 
et al. (2007), adapted from Larrauri et al. (1997). In this procedure, 
10 g of flesh and 5 g of peel were used. The sample was placed 
in a Falcon tube (Zollstr, Switzerland) with the addition of 20 ml 
of methanol/distilled water (50:50, v/v), followed by homogeni-
zation in an Ultraturrax disperser (model D-91126) manufactured 
by Heidolph (Schwabach, Germany), and left to rest for 60 min at 
room temperature. The samples were then centrifuged in a Hitachi 

centrifuge, model C22R (Tokyo, Japan) at 12,880 g for 20 min at 
4°C. The supernatant was transferred to a 50 ml volumetric flask 
and 20 ml of acetone/distilled water (70:30, v/v) was added to the 
residue of the first extraction, followed by homogenization, and 
the sample was then left to rest for 60  min at 20°C. The sam-
ples were again submitted to centrifugation, under the same con-
ditions. The second supernatant was transferred to a volumetric 
flask containing the first supernatant and the volume was made 
up to 50 ml with distilled water. The TPC content was determined 
with the use of a modified version of the Folin–Ciocalteu spectro-
photometric method, as described by Roesler et al. (2007). In this 
procedure, 2.5 ml of a mixture of Folin–Ciocalteu reagent/distilled 
water (25:75, v/v) was added to 0.5 ml of a known dilution of the 
hydroalcoholic extract, in triplicate, in a test tube, followed by ho-
mogenization in a test tube shaker manufactured by Arsec, model 
ATS-100 (São Paulo, Brazil), maintaining the sample for 3 min at 
20°C for the reaction. In the next step, 2.0 ml of sodium carbon-
ate solution (100 g L−1) was added and the samples were shaken 
again and left to rest for 1 hr protected from light. The absorbance 
was determined at 765 nm with a UV–vis microplate reader (Perkin 
Elmer, model EnSpire, Waltham, USA). The TPC content was calcu-
lated from the calibration curve obtained with Gallic acid and the 
results were expressed in grams of gallic acid equivalent per kg on 
a fresh weight basis.

The TAA was determined based on the capacity of the ex-
tract to sequester 2.2′-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-su
lphonic acid) radicals (ABTS method) (Rufino et  al.,  2007) and 
1.1-diphenyl-2-picrylhy-drazyl radicals (DPPH method) (Brand-
Willians et al., 1995). The sample preparation was the same as that 
used for TPC. For the ABTS method, the radicals were generated 
from the reaction of the stock solution of ABTS (7 mM) with potas-
sium persulfate (140 mM) kept in the dark for 16 hr, at 20°C. Before 
the analysis, the radicals were diluted with ethyl alcohol until an ab-
sorbance of 0.70 ± 0.05, at 734 nm, was obtained. Three different 
dilutions of the hydroalcoholic extract were prepared, in triplicate, 
in test tubes. Aliquots (30 μl) of each dilution of the extract were 
transferred to test tubes with 3.0 ml of the ABTS radicals and ho-
mogenized in a tube shaker. The readings were taken on a UV–vis 
spectrophotometer at 734 nm, after 6 min of reaction. Ethyl alcohol 
was used as the blank to calibrate the spectrophotometer. From the 
absorbance values obtained for the different extract dilutions, a lin-
ear equation was obtained. Curves for standard solutions of Trolox 
were constructed and the TAA results were expressed in Trolox 
equivalent antioxidant capacity per kg on a fresh weight basis. For 
the DPPH method, the radical (0.06 mM) was prepared through di-
lution in methanol on the day of the test. An aliquot (0.1 ml) of the 
hydro alcoholic extract was transferred to the test tubes with 3.9 ml 
of the DPPH radical, in triplicate, and the sample was homogenized 
in a tube shaker. The absorbance measurement was carried out at 
515 nm, after 30 min of reaction with the addition of the sample. 
Methyl alcohol was used as the blank to calibrate the spectropho-
tometer. Curves for standard solutions of Trolox were constructed 
and the TAA results were expressed on a fresh weight basis.
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2.3 | Statistical analysis

The experimental design used was completely randomized. Each 
treatment consisted of four replicates of 30 fruits. The values in % 
were first transformed using the arc sine formula [(x + 0.5)/100]1/2. 
The data were submitted to analysis of variance and averages of the 
treatments were compared by LSD test (p < .05).

3  | RESULTS AND DISCUSSION

“Cripps Pink” apples treated with 1-MCP had the lowest respira-
tory rate and level of ethylene production (Table 1). This reduction 
of respiration and ethylene production in “Cripps Pink” apples by 1-
MCP was also observed by Williamson et al.  (2018). These results 
also corroborate those obtained in “Royal Gala” apples (Brackmann 
et al., 2010). The use of 1-MCP reduces ethylene production and res-
piratory activity, delays the peak of ethylene production, and main-
tains fruit quality (Steffens et al., 2008). By inhibiting the action of 
ethylene, 1-MCP suppresses respiration and autocatalytic synthesis 
of ethylene (Williamson et al., 2018).

The application of NO and Eth did not affect ethylene produc-
tion, but reduced the respiratory rate of the fruit (Table 1). These 
results confirm those obtained in other apple cultivars (Brackmann 
et al., 2017; Weber et al., 2020). There was also no positive effect 
of these treatments on ethylene production in “Galaxy” apples 
after CA storage plus 7 days of shelf-life (Brackmann et al., 2017). 
A reduction in the respiratory rate following exposure to NO was 
also observed in “Galaxy” apples (Brackmann et  al.,  2017). Eth, in 
turn, also reduced the respiratory rate of stored “Braeburn” apples 
(Weber et al., 2020). Although NO and Eth had no effect on ethylene 
production after storage, it is possible that caused a lower ethylene 
production rate during storage, which could explain the lower respi-
ratory rate, in an indirect action of the Eth and NO on the respiratory 
process. NO reduce ethylene biosynthesis due to the stoichiomet-
ric decrease of ACC to 1-(malonylamino) cyclopropane-1-carboxylic 
acid and to the formation of a stable ternary complex “ACC—ACC 
oxidase—NO,” which hinders the oxidation of ACC to ethylene 
(Manjunatha et al., 2012). Eth reduce ethylene production by ACC 

oxidase activity suppression (Weber et al., 2016). However, NO can 
have also decreased cellular respiration through the reversible inhi-
bition of cytochrome oxidase (Pandey et al., 2019), as a direct action 
on the respiratory process.

1-MCP treatment resulted in a less yellow peel than control 
and NO treatments, without differing from Eth treatment (Table 1). 
Castro et al. (2007) demonstrated that the postharvest application 
of 1-MCP maintains a greener background color in “Pink Lady” ap-
ples. This is due to the lower degradation of chlorophyll since the ac-
tivity of the enzyme chlorophyllase is increased by ethylene (Wang 
et al., 2015). NO-treated (10 and 20 µl L−1) apples had a similar peel 
background color to the control.

1-MCP and Eth treatment resulted in higher flesh firmness than 
the other treatments (Table 1). COCCI et al. (2014) also found a pos-
itive effect of 1-MCP on the maintenance of flesh firmness in “Pink 
Lady” apples. Regarding the Eth effect, our results corroborate those 
of Weber et al. (2016), who observed that ethanol resulted in higher 
flesh firmness in “Royal Gala” apples during storage. The loss of flesh 
firmness in apples is a natural process of ripening and is induced by 
ethylene. Khan and Singh (2007) found that 1-MCP inhibited the 
activity of the enzymes polygalacturonase, pectinamethylesterase, 
and endo-1,4-β-D-glucanase, maintaining higher flesh firmness in 
“Tegan Blue” plums. Eth reduces also the activity of enzymes related 
to cell wall degradation (Weber et al., 2016).

NO treatment of “Cripps Pink” apples had no effect on flesh firm-
ness (Table 1). There was also no effect of NO on the maintenance 
of flesh firmness in “Galaxy” apples after CA storage (Brackmann 
et  al.,  2017) and “Cripps Pink” apples cold stored (Steffens 
et al., 2021). The effect of NO on ripening-related events, such as a 
reduction in flesh firmness, has been attributed to the reduction of 
ethylene synthesis in treated fruits (Palma et al., 2019). However, as 
previously mentioned, there was no effect of NO on ethylene pro-
duction (Table 1).

Fruit treated with 1-MCP had a higher TA value than fruit in the 
other treatments (Table 2). Cocci et al. (2014) also found that 1-MCP 
reduced the loss of acidity in “Pink Lady” apples. Only the treatment 
with NO (10 μl L−1) reduced the SS content in relation to the con-
trol (Table 2). However, all the treatments provided fruits with rates 
of SS above the minimum limit desired (13%) so that “Cripps Pink” 

TA B L E  1   Respiratory rate (ηmol de CO2 kg−1 s−1) and ethylene production (ηmol C2H4 kg−1 s−1), peel background color (h°) and flesh 
firmness (N) in the “Cripps Pink” apples submitted to technologies complementary to CA storage after 6 months of storage plus 7 days of 
shelf life.

Tratamentos
Respiratory rate 
(ηmol CO2 kg−1 s−1)

Ethylene production 
(ηmol C2H4 kg−1 s−1)

Peel background color 
(h°)

Flesh firmness 
(N)

Control 56.5 A* 0.70 AB 98.1 B 71.5 C

1-MCP (1 µl L−1) 40.3 C 0.06 C 99.8 A 78.2 A

Ethanol (6 ml kg−1) 50.0 B 0.82 A 98.5 AB 74.9 B

Nitric oxide (10 µl L−1) 41.3 C 0.56 B 98.4 B 71.3 C

Nitric oxide (20 µl L−1) 47.6 B 0.70 AB 98.4 B 71.4 C

C.V. (%) 7.3 18.1 0.9 3.5

*Averages followed by different letters in the columns differs between themselves by the LSD test (p < .05).
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apples be marketed as “Pink Lady” (Pink Lady, 2020). 1-MCP-treated 
fruit had a lower SS/TA ratio (Table  2), which is desirable for this 
cultivar, as it has a more acidic flavor than the cultivars Gala and Fuji 
(Fioravanço et al., 2011). This result is due to the higher TA (Table 2). 
The behavior observed in this study can be explained by the lower 
ethylene production and respiratory rate, which physiologically 
characterize the lower metabolic activity of apples treated with 
1-MCP (Table 1). It is possible to attribute the effect of 1-MCP on 
the lower respiratory activity of 1-MCP-treated fruit. In the present 
study, there is no positive effect of NO on the maintenance of TA, 
as well as observed in “Galaxy” (Brackmann et al., 2017) and “Cripps 
Pink” apples (Steffens et al., 2021).

1-MCP-treated fruit did not present superficial scald (Table 2). 
This result corroborates the results obtained by Farneti et al. (2015), 
who found that the superficial scald on “Cripps Pink” apples was re-
duced with 1-MCP. Ethylene plays a fundamental role in the mani-
festation of superficial scald in apples, by stimulating the synthesis 
and oxidation of α-farnesene (Karagiannis et al., 2018). NO (10 and 
20 μl L−1) also reduced superficial scald in relation to the control, 
showing intermediate results (Table 2). Superficial scald manifests as 
a result of oxidative stress. The effect of NO on superficial scald may 
be related to the action of NO by reducing oxidative stress, through 
the induction of enzymes such as superoxide dismutase, peroxidase, 
and catalase (Manjunatha et al., 2010, 2012).

1-MCP reduced the incidence of mealy fruit, while the other 
treatments additional to CA did not differ from the control (Table 2). 
This result corroborates the results obtained in another study, 
where 1-MCP also reduced mealy fruit in “Gala” apples (Steffens 
et al., 2008). This disorder may be related to a higher internal con-
centration of ethylene and a higher rate of production of ethylene by 
the fruit (Brackmann et al., 2014). The occurrence of mealy fruit is re-
lated to the relative strength of the cell wall compared to the binding 
strength of the median lamella. When the binding force that holds 
together one cell to another is less than the force that maintains the 
integrity of the cell wall of individual cells, cell separation occurs and 
these intact cells give the sensation of a floury texture. This is be-
cause the protopectin molecules (insoluble pectin) are transformed 
into soluble pectins in the middle lamella, decreasing the cohesive 
strength between cells (Prasanna et al., 2007).

Decay incidence and peel greasiness did not show differences 
between treatments evaluated (data not shown). Fruit treated with 
1-MCP, Eth, and NO (10 and 20 µl L−1) had a higher content of TPC 
than the control. The 1-MCP application resulted in the highest 
TPC content, however, without differing from the NO treatment, 
which in turn did not differ from the Eth treatment (Table  3). Ma 
et al. (2019) also observed higher values of TPC in the peel of “Fuji” 
and “Jonagold” apples treated with 1-MCP. The higher TPC content 
in the peel of 1-MCP-treated apples can be explained by delayed 
fruit senescence and consequently lower oxidative stress. The ef-
fect of 1-MCP on the TPC content is controversial, with reports of 
positive (Ma et al., 2019) and negative (Hoang et al., 2011) effects. 
Regarding the effect of Eth, broccoli had a higher TPC content fol-
lowing the application of Eth (Xu et al., 2012). Palma et al. (2019) re-
ported that NO treatment can increase TPC content.

Pretreatment with 1-MCP, Eth, and NO (10 and 20 µl L−1) led 
to higher TAA than the control treatment. The highest value was 
obtained with 20 µl L−1 of NO, without differing significantly from 
1-MCP to 10 µl L−1 of NO (Table 3). According to Rotili et al. (2013), 
TAA in fruits is due to the action of a variety of compounds that 
are degraded or synthesized during storage, in response to bi-
otic and abiotic stresses, especially phenolic compounds. A pos-
itive correlation was observed between the content of TPC and 
TAA, which is consistent with results obtained in other studies 
that found TPC to be the main contributor to TAA in apple peel 
(Stanger et al., 2017, 2018).

Tratamentos SS (°Brix)
TA (% malic 
acid)

SS/TA 
ratio

Superficial 
scald (%)

Mealy 
fruit (%)

Control 13.6 A* 0.16 B 83.0 A 18.3 A 16.4 A

1-MCP (1 µl L−1) 13.5 A 0.17 A 75.9 B 0.0 C 0.0 B

Ethanol (6 ml kg−1) 13.4 AB 0.15 B 87.5 A 10.7 AB 10.8 A

Nitric oxide (10 µl L−1) 13.1 B 0.15 B 84.3 A 8.0 B 9.1 A

Nitric oxide (20 µl L−1) 13.3 AB 0.16 B 82.0 A 9.8 B 9.6 A

C.V. (%) 1.8 4.8 4.5 27.1 44.1

*Averages followed by different letters in the columns differs between themselves by the LSD test 
(p < .05).

TA B L E  2  Soluble solids (SS; %), 
titratable acidity (TA; % malic acid), SS/
TA ratio, superficial scald and mealy fruit 
in the “Cripps Pink” apples submitted 
to technologies complementary to CA 
storage after 6 months of storage plus 
7 days of shelf life

TA B L E  3   Total phenolic compound (TPC; mg EAG 100 g−1 of 
fresh mass) and total antioxidant activity (TAA, μMol Trolox g−1 of 
fresh mass) in the “Cripps Pink” apples submitted to technologies 
complementary to CA storage after 6 months of storage plus 7 days 
of shelf life

Tratamentos
TPC
(mg EAG 100 g−1)

TAA
(μMol Trolox g−1)

Control 180.0 C* 6.2 C

1-MCP (1 µl L−1) 250.3 A 10.1 AB

Ethanol (6 ml kg−1) 229.9 B 8.9 B

Nitric oxide (10 µl L−1) 235.5 AB 10.2 AB

Nitric oxide (20 µl L−1) 248.9 AB 11.4 A

C.V. (%) 5.8 11.3

*Averages followed by different letters in the columns differs between 
themselves by the LSD test (p < .05).
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It is important to mention that, after applying the complemen-
tary treatments evaluated in the present study, all fruits were stored 
in the same CA chamber. Thus, the fruits were exposed to the same 
concentration of ethylene in the storage environment. It is possi-
ble that this exposure may have masked the effect of the Eth and 
NO treatments since they have no effect on the action of ethylene. 
However, 1-MCP, in turn, acts by inhibiting the action of ethylene, 
thus making the fruitless responsive to the action of ethylene pres-
ent in the storage environment. Therefore, the effects of Eth and NO 
on some quality attributes, such as flesh firmness, peel background 
color, TA, and physiological disorders, may be greater than the ob-
served in the present study.

4  | CONCLUSIONS

Eth (6 ml/kg of fruit), in addition to CA storage, maintains flesh firm-
ness and leads to higher values of TPCs and TAA in the peel tissue of 
the “Cripps Pink” apple.

As a pretreatment to CA storage, NO (10 and 20 µl L−1) reduced 
the respiratory rate and superficial scald and led to a higher TPC 
content and TAA in peel tissue of “Cripps Pink” apples, compared 
with the control.

1-MCP treatment maintained quality better and delayed ripen-
ing longer than the other treatments, as it reduces respiratory and 
ethylene production rates. It also led to higher flesh firmness and 
TA and a better SS/TA ratio and inhibited the development of su-
perficial scald and mealy fruit. In addition, 1-MCP-treated “Cripps 
Pink” apples had a higher content of TPCs and greater TAA in the 
peel tissue.
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Abstract
Although controlled atmosphere (CA) is an effective technology for preserving postharvest fruit quality, in plums, the stor-
age of fruits under improper concentrations of CO2 and O2 can favor the occurrence of physiological disorders such as flesh 
browning and induce the formation of off-aroma. In this study, the physicochemical quality and aromatic profile of “Laetitia” 
plums stored in cold store (CS) (21 kPa O2 + 0.03 kPa CO2; 1.7 ± 0.1 °C and 94 ± 2% RH), or in a controlled atmosphere 
(CA) with low (LO, 2 kPa), ultra-low (ULO1, 1.0 kPa, or ULO2, 0.7 kPa), and extremely low (ELO, 0.5 kPa) oxygen asso-
ciated with 1.2 kPa CO2 for 50 days at 1.7 ± 0.1 °C and 94 ± 2% RH, followed by 3 or 5 days of shelf life were assessed. 
Plums stored in CA showed lower respiration and ethylene production rates. In general, plums stored in CA + ELO and CA 
+ ULO had greater flesh firmness. The soluble solid content was lower in fruits stored in CS and CA + LO at 5 days of shelf 
life. Plums stored in CA + ULO showed a lower incidence of flesh browning and had higher flesh color. Fruits stored in CA 
+ ULO2, CA + ELO, CA + ULO1, or CA + ULO2 had higher hexanal and 1-hexanol concentrations, respectively. Therefore, 
storage of “Laetitia” plums in CA + ULO maintains organoleptic quality, reduces pulp browning, and increases the aldehyde 
and alcohol concentrations, which contribute to the fruit’s aromatic profile.

Keywords  Prunus salicina Lindl. · Aldehydes · Anaerobic respiration · Flesh browning · Off-flavor

Introduction

The “Laetitia” plum (Prunus salicina Lindl. (Rosales: 
Rosaceae)) is one of the main Japanese plum cultivars grown 
in temperate regions of Brazil due to its high fruit productiv-
ity and quality (Fioravanço et al., 2015). “Laetitia” plums 
have high levels of antioxidant, anti-inflammatory (Yu et al., 
2021), anticarcinogenic, antimicrobial, antiallergic, and anti-
mutagenic compounds (Bahrin et al., 2022; Xu et al., 2024) 
that help maintain health and prevent disease in humans 

(Fanning et al., 2014; Muzzaffar & Sidiq, 2022). Despite the 
high fruit productivity and quality, the post-harvest conser-
vation period of “Laetitia” plums has been extremely short, 
which limits their availability and consumption during the 
crop’s off-season periods.

Plums are climacteric fruits that exhibit rapid matura-
tion and senescence when exposed to environmental condi-
tions (Farcuh et al., 2018). To overcome these limitations 
and extend the conservation and marketing period, the fruits 
are normally stored in cold chambers with refrigeration sys-
tems and relative humidity control, a conservation method 
widely known as cold storage (CS). Although CS reduces 
fruit metabolism and the senescence process (Huang et al., 
2020; Liu et al., 2019), low storage temperatures (< 5 °C) 
can favor the appearance of physiological disorders that 
impair the internal appearance and flavor of the fruits (Feng 
et al., 2024; Zhang et al., 2016).

Among the physiological disorders that affect the conser-
vation period and quality of “Laetitia” plums, flesh browning 
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(FB) has been commonly observed in fruits stored in cold 
storage for a long time (Steffens et al., 2018), with symp-
toms mainly appearing during the shelf life of the fruits 
(Candan et al., 2011). The occurrence of FB is associated 
with an imbalance between the formation of reactive oxygen 
species (ROS) and antioxidant compounds that act in their 
elimination (Mishra et al., 2011; Srivastava & Dubey, 2011). 
Reactive oxygen species are derived from molecular oxygen 
(Heyno et al., 2011; Mittler et al., 2022), naturally formed 
during cellular respiration (Tripathy & Oelmüller, 2012). 
When not annulled by the fruit’s defense system (antioxidant 
system), ROS degrade cell walls and structures, causing FB 
(Veltman & Peppelenbos, 2003). Notably, the concentration 
of ethylene produced by the fruits is directly related to the 
manifestation of FB, since an increase in this physiological 
disorder is the result of a significant increase in ethylene 
production (Candan et al., 2008; Steffens et al., 2013).

In this context, using a controlled atmosphere (CA) can 
be an important alternative to reduce the occurrence of FB 
and extend the storage period and conservation of plum 
fruits. In addition to the isolated use of CA, the control of the 
gas partial pressures (especially O2 and CO2) has also been 
investigated as a measure to reduce the respiration and eth-
ylene production rates in climacteric fruits inside the storage 
chambers (Liu et al., 2022; Serban et al., 2019). Notably, the 
CA condition used for fruit storage depends on the cultivar 
(Bodbodak & Moshfeghifar, 2016), and therefore, there is a 
range of O2 and CO2 values exclusive to each type of fruit. 
In a previous study, Steffens et al. (2018) reported a 12% 
reduction in the FB incidence in “Laetitia” plums stored in 
a CA with 1 kPa O2 + 1 kPa CO2 for 55 days compared to 
the fruits stored in CS (21 kPa O2 + CO2 < 0.03 kPa). In this 
sense, the use of CA with O2 partial pressures close to or 
less than 1 kPa associated with a storage period of less than 
55 days could reduce the FB incidence in “Laetitia” plums. 
However, the use of ultra-low (from 0.7 to 1.0 kPa) and 
extremely low (< 0.7 kPa) O2 partial pressures (Berghetti 
et al., 2020; Both et al., 2017; Fernandes et al., 2021), asso-
ciated with high CO2 partial pressures, can increase the 
occurrence of physiological disorders, as the ATP supply 
for the functioning of the antioxidant system is compromised 
(Pan et al., 2017; Veltman et al., 2003) and accumulation of 
anaerobic metabolism products can reach cytotoxic levels 
(Melo et al., 2021).

Furthermore, the storage condition can modify the con-
centration of bioactive compounds in fruits (Yang et al., 
2012). In general, storing fruits under conditions that pro-
mote greater oxidative stress is linked to a reduction in 
the concentration of antioxidant compounds, followed by 
an increase in the incidence of FB and loss of fruit quality 
(Dolhaji et al., 2018). These storage conditions can modify 
consumers’ acceptability of fruits due to changes in taste and 
aroma (Pott et al., 2020). Taste expresses the relationship 

between sugars and acids, but it is the aroma (volatile profile) 
that defines the exclusive flavor (an interaction between taste 
and orthosanal and retrosanal smell perceptions (Dietrich, 
2009)) of the fruits (Pott et al., 2020). Aroma development 
naturally occurs during fruit ripening due to metabolic path-
way activation (Pott et al., 2020). However, the variations in 
oxygen and carbon dioxide partial pressures and the storage 
temperature in CA chambers can modify the fruit aromatic 
profile, as previously observed in “Fuji” apples (Lumpkin 
et al., 2015), dragon fruit (Ho et al., 2020), “Golden” papaya 
(Gomes et al., 2016), “Garden Blue” blueberry (Yan et al., 
2020), and “Eureka” lemon (Ma et al., 2019). In this study, 
the effect of storage at CA with low, ultra-low, and extremely 
low oxygen levels on the ripening process, postharvest phys-
icochemical quality, and aromatic profile of “Laetitia” plum 
was assessed. The results of this study will contribute not 
only to verifying the storage conditions that affect the ripen-
ing process and physicochemical quality of “Laetitia” plum, 
but also to characterize changes in fruit aromatic profile fol-
lowing CA storage. Such insights are crucial for optimizing 
storage protocols to preserve fruit quality, enhance aroma, 
and ensure consumer satisfaction, thereby supporting market 
competitiveness and consumer preference.

Material and Methods

Harvest, Sample Composition, and Treatments

“Laetitia” plum fruits were harvested at commercial ripeness 
(20–40% of the epidermis covered in red—index obtained 
from visual analysis of the fruits) in a commercial orchard 
(18-year-old) grown on “Capdeboscq” rootstock in the spac-
ing 5 × 1 m and Y conducted system located in the munici-
pality of Lages, Santa Catarina, Brazil (27° 49′ 00″ S, 50° 
19′ 35″ W, 930 m height). After harvesting, the “Laetitia” 
plum fruits were placed into plastic boxes (56 × 36 × 31 cm 
in length, width, and height, respectively) and transported 
to the laboratory in a cold storage box truck at 15 °C for 
15 min for initial analysis, selection, and storage. “Laetitia” 
plum fruits without injuries, defects, wounds, or mechanical 
damage were selected, homogenized, and grouped for sam-
ple composition. The initial analysis showed that the plum 
fruit had 74.0 N pulp firmness, 1.7% malic acid (titratable 
acidity), 11% soluble solids content, and 64.5 and 81.1 hue 
angle values of the most and least red sides of the fruits, 
respectively.

“Laetitia” plum fruits were stored in cold storage (CS, 
21 kPa O2 + 0.03 kPa CO2, temperature 1.7 ± 0.1 °C, and 
94 ± 2% relative humidity), and a controlled atmosphere 
(CA) with low O2 (AC + LO, 2 kPa O2), ultra-low O2 (CA 
+ ULO1, 1.0 kPa O2), ultra-low O2 (CA + ULO2, 0.7 kPa 
O2), and with extremely low O2 (CA + ELO, 0.5 kPa O2) 
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associated with 1.2 kPa CO2 for 50 days. These storage con-
ditions were defined based on the study carried out by Stef-
fens et al. (2018). Each treatment consisted of four replicates 
of 25 fruits. During storage, the partial pressures of CO2 and 
O2 inside the chambers were monitored daily using a GA7-II 
portable gas analyzer (Schele Electronic Co., Germany) and 
adjusted as needed.

Physicochemical Assessments of Fruits

After storage, the fruits were removed and kept in a climate-
controlled room at 20 ± 2 °C and 60 ± 5% relative humidity 
for 3 and 5 days of shelf life (Steffens et al., 2014). The plum 
fruits were initially weighed and placed in airtight plastic 
containers for 30 min to determine the CO2 produced by the 
fruit using a GA7-II electronic gas analyzer (Schele Elec-
tronic Co., Germany). Fruit weight, container volume, and 
CO2 values were used to calculate the respiration rate (nmol 
CO2 kg−1 s−1). The ethylene production rate was quantified 
using a Clarus 580 gas chromatograph (PerkinElmer Inc., 
USA). Fruit weight, container volume, and ethylene concen-
tration were used to calculate the fruit ethylene production 
rate (nmol kg−1 s−1).

The red color index (RCI) was determined based on vis-
ual analysis of the surface of the fruits covered with red 
color, assigning grades from 1 to 4 for fruits with 0–25%, 
26–50%, 51–75%, and 76–100% of the red-pigmented sur-
face, respectively.

The epidermis and pulp colors of the fruits were deter-
mined with a colorimeter model CR 400 (Konica Minolta 
Inc., Japan), using the hue angle (h°) and lightness (L*) 
parameters. The strength for compression of the fruits was 
analyzed using a TAXT-plus® electronic texturometer (Sta-
ble Micro Systems Ltd., UK), equipped with a platform-type 
tip, model P/75, 75 mm in diameter, in which it exerted a 
compression force up to a deformation of 5 mm on the sur-
face of the fruits. Flesh firmness was determined with an 
electronic penetrometer (GUSS Manufacturing Ltd., South 
Africa) equipped with an 8-mm diameter probe at two oppo-
site sides in the equatorial region of the fruits after remov-
ing a small portion of the epidermis. For the titratable acid-
ity, samples of 5 mL of fruit juice were obtained from the 
grinding and centrifugation of transverse slices of the pulp 
taken from the equatorial region of the fruits. Samples were 
diluted in 45 mL of distilled water and titrated with a 0.1 N 
sodium hydroxide solution up to pH 8.1 using an automatic 
TitroLine Easy® titrator (Schott Instruments GmbH, Mainz, 
Rheinland-Pfalz, Germany). The soluble solids content (%) 
was determined using readings in a digital refractometer 
model PR201α (Atago Ltd., Tokyo, Japan), using the juice 
from slices of crushed and centrifuged fruits.

The rot and the fresh browning were assessed by count-
ing the number of rotten fruits and those that had internal 

regions of the pulp with any type of browning, respectively. 
Both variables were determined by the proportion of affected 
fruits. The rotten fruits were removed from the samples and 
excluded from the evaluation.

The acetaldehyde, ethanol, and ethyl acetate concentra-
tions (μL L−1) were quantified by gas chromatography. For 
this purpose, 20 mL of juice from the “Laetitia” plum fruits 
was extracted, placed into 40 mL vials (suitable for head-
space analysis), and stored in a freezer until the analysis. 
For the assessment, samples were thawed and placed in a 
thermostat bath at 70 °C for 60 min. Afterward, samples 
of the headspace atmosphere of the containers were col-
lected using 1 μL plastic syringes and injected into a Clarus 
580 gas chromatograph (PerkinElmer), using an Elite-Wax 
polar column (30 m × 0.25 mm × 0.25 µm in length, internal 
diameter, and film thickness, respectively) and flame ioniza-
tion detector (GC-FID). Analyses were performed using a 
heating ramp with an initial temperature of 30 °C with an 
increase in temperature of 2.5 °C min−1 to 35 °C, maintained 
for 2.20 min, then 10 °C min−1 to 45 °C, maintained for 1.30 
min, followed by 40 °C min−1 up to 70 °C.

The quantification of the total phenolic content of the 
pulp was performed from the solution obtained from 3 g of 
pulp with 10 mL of ethanol (Labsynth Produtos para Labo-
ratórios Ltda., Diadema, SP, Brazil) acidified with 0.01% 
HCl (adapted from Roesler et al., 2007). After homogeni-
zation, the solution was kept in a dark environment for 60 
min for the reaction. Then, the samples were centrifuged 
at 10,000 rpm for 10 min using a model 5810R centrifuge 
(Eppendorf Group, Hamburg, Germany), filtered, and placed 
in 50-mL Falcon tubes. In a dark environment, 1 mL of 
extract, 1 mL of Folin–Ciocalteau reagent (Sigma-Aldrich 
Co., St. Louis, USA) at proportion 1:3, 2 mL of sodium 
carbonate (Vetec Química Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, 
Brazil) at concentration 20%, and 2 mL of distilled water 
were added to each tube followed by homogenization. The 
readings were performed in a microplate reader, model 
EnSpire (PerkinElmer do Brasil Ltda., São Paulo, Brazil), 
at a wavelength of 700 nm. The results were expressed in 
milligrams of gallic acid equivalents per 100 g of fresh mass 
of the sample (mg EAG 0.1 kg−1).

The total antioxidant activity was determined based on 
the ability of the extract to scavenge 2,2-azinobis radicals 
(3-ethylbenzothiazoline- 6-sulfonic acid) (ABTS method) 
(Rufino et al., 2007a) and 1,1-diphenyl- 2-picrylhydrazyl 
(DPPH method) (Rufino et al., 2007b). For the ABTS 
method, the radical was generated from the reaction of 
the stock solution of ABTS (Sigma-Aldrich Brasil, Ltda., 
Cajamar, Brazil) 7 mM with potassium persulfate (140 
mM), kept in the dark at 20 °C for 16 h. Before analysis, 
the radical was diluted with ethyl alcohol until an absorb-
ance of 0.70 ± 0.05 was obtained using a wavelength of 
734 nm. From the hydroalcoholic extract (50% methyl 
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alcohol solution and 70% acetone solution), 30 µL ali-
quots of each extract dilution were transferred into test 
tubes with 3.0 mL of the ABTS radical and homogenized 
in a tube shaker. Readings were performed after 6 min of 
reaction in an EnSpire microplate reader (PerkinElmer) 
using a wavelength of 734 nm. The straight-line equation 
was calculated from the calibration curve derived from 
the dilutions generated from the standard Trolox solution 
and the AAT results by the ABTS method were expressed 
in micrograms of Trolox equivalent per gram of fresh 
mass of the samples (µg Trolox 0.001 kg−1 FM).

For the DPPH method, the radical (0.06 mM) was pre-
pared on the day of the evaluation and diluted in metha-
nol. For this purpose, a 0.1 mL aliquot of the hydroalco-
holic extract was transferred into 10-mL Falcon tubes, 
containing 3.9 mL of the DPPH radical (Sigma Aldrich), 
in triplicate, with subsequent homogenization in a tube 
shaker. The absorbance measurement was performed at a 
wavelength of 515 nm, after 30 min of reaction with the 
addition of samples. Curves with standard Trolox solu-
tions were constructed, and the results were expressed in 
micrograms of Trolox equivalent per gram of fresh mass 
of the samples (µg Trolox g−1 FM).

Aromatic Profile Characterization

To assess the volatile compounds produced by the fruit 
extracts, a solid phase microextraction fiber (SPME, 
Sigma-Aldrich Co., MO, USA) containing divinylb-
enzene/carboxene/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/
PDMS) (50/30, Supelco, Sigma-Aldrich Co.) was used. 
For this purpose, 2 g of fruits from each sample was 
weighed using an analytical balance (0.0001 g precision), 
and 3 g of NaCl + 2 mL of Mili-Q water was added in a 
40-mL vial-type tube. The tubes were kept under mag-
netic stirring at 40 °C for 30 min (10 min of incubation 
+ 20 min of extraction). Thermal desorption of volatiles 
occurred immediately after the adsorption. The fiber was 
exposed to a Clarus 680 gas chromatographic injector 
(PerkinElmer Inc., MA, USA), equipped with an Elite 
5MS apolar capillary column (30 m × 0.25 mm × 0.25 µm 
in length, internal diameter, and film thickness, respec-
tively) coupled to a Clarus SQ8S mass spectrometer 
(PerkinElmer Inc., MA, USA). The analyses were carried 
out using a heating ramp with an initial temperature of 30 
°C with an increase in temperature of 1 °C min−1 up to 
49 °C, and then 10 °C min−1 up to 180 °C for 2 min. The 
identification of the compounds was carried out through 
the probability of similarity with the data available in the 
library (NIST software) of the equipment.

Experimental Design and Data Analysis

The experiment was carried out in a completely randomized 
design with four repetitions of 25 plum fruits. The data 
obtained were initially submitted to Bartlett (Bartlett, 1937) 
and Shapiro–Wilk (Shapiro & Wilk, 1965) tests to verify 
the variance homogeneity and the residue normality, respec-
tively. As all data met the assumptions of the normal model, 
they were submitted to variance analysis (ANOVA), and the 
means were compared by Tukey’s test (P < 0.05). All these 
analyses were performed with the statistical software “R,” 
version 4.0.3 (R Development Core Team, 2020).

Results and Discussion

“Laetitia” Plum Physicochemical Characterization

The ethylene production rate was lower in fruits stored in CA 
+ ELO compared to other treatments at three days of shelf 
life (Table 1.). Previous studies have also observed lower 
ethylene production rates in “Laetitia” (Steffens et al., 2014, 
2018) and “Angeleno” (Erbas et al., 2018) plums stored 
under CA compared to those kept in CS. This process occurs 
due to the reduction in the partial pressure of O2 inside the 
CA storage chambers, which induces a decrease in the oxi-
dation of 1-aminocyclopropane- 1-carboxylic acid (ACC) to 
ethylene by the ACC oxidase enzyme (Ludwig et al., 2020). 
This results in a lower ethylene production rate and fruit 
ripening delays during both storage and shelf life periods 
(Teixeira & Ferreira, 2003).

In general, the respiration rate was lower in plums stored 
in CA compared to those kept in CS for both shelf life 
periods (Table 1.). These results are consistent with those 
observed by Ho et al. (2020), who reported a reduction in the 
respiration rates of dragon fruits under hypoxic conditions. 
This reduction in the respiration rate of fruits is associated 
with a decrease in O2 concentration inside storage chambers 
(Thompson, 2014). Therefore, the reduction in fruit metabo-
lism under CA conditions can slow down senescence (Yahia 
et al., 2019) and extend the storage and marketing period of 
fruits. On the other hand, restrictive O2 partial pressures can 
shift the pathway from aerobic respiration to fermentation, 
leading to the formation of acetaldehyde, ethanol (Saquet & 
Streif, 2006), and ethyl acetate (Victor et al., 2017), which 
are toxic to cells (Taiz et al., 2017). In this study, ethyl ace-
tate and ethanol concentrations were higher in CA + ELO 
compared with other treatments during both shelf life peri-
ods. Acetaldehyde concentration was higher in plums stored 
in CA + ELO than those stored in CA + LO and CS at 3 days 
of shelf life, and it was higher in CA + ELO and CA + ULO2 
compared to CS at 5 days of shelf life (Table 2). Although 
the CA + ELO treatment reduces the general metabolism 
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of fruits, it increases stress due to the significant rise in the 
concentration of fermentative metabolism products.

Although the RCI was similar between treatments, h° val-
ues for the less red side of the fruit epidermis were higher 
in plums stored in CA compared to those stored in CS at 3 
days of shelf life (Table 1.). At 5 days of shelf life, plums 
stored in CA + ELO exhibited higher h° values than those 
stored in CA + ULO1, CA + LO, and CS. For the redder 
side of the fruit epidermis, plums stored in CA + ELO, CA 
+ ULO2, or CA + ULO1 had higher h° values compared to 
those stored in CS at three days of shelf life. At 5 days of 
shelf life, plums stored under CA + ELO exhibited higher 
h° values in relation to those stored in CS, CA + ULO1, or 
CA + ULO2. This indicates that a lower O2 partial pressure 
has a greater ability to delay color changes in fruit during 
marketing. As “Laetitia” plum ripen, the color of the epi-
dermis changes from green to red due to the degradation of 
chlorophyll and the accumulation of carotenoid and antho-
cyanin (Saltveit, 2019; Liu et al., 2020). This color change is 
regulated by ethylene (Li et al., 2024). Under CA conditions, 
the process occurs more slowly due to the reduced ethylene 
production rate (Table 1.).

“Laetitia” plums stored in CA + ELO, CA + ULO2, 
and CA + ULO1 exhibited higher compression strength 
compared to those stored in CA + LO and CS (Table 1.). 
Additionally, the flesh firmness was higher in plums stored 

Table 1.   Respiration and ethylene production rates (nmol CO 2 kg 
− 1 s − 1), the color of the epidermis on the less and more red sides 
of the fruit (h°), red color index (RCI), and strength for compression 
of the fruit (N) of “Laetitia” plums stored under cold storage (CS, 21 
kPa O 2 + 0.03 kPa CO 2; 1.7 ± 0.9 °C and 96 ± 2% relative humid-

ity), or in a CA with different O 2 partial pressures (CA + LO, 2 kPa 
O 2; CA + ULO1, 1.0 kPa O 2; CA + ULO2, 0.7 kPa O 2; and CA 
+ ELO, 0.5 kPa O 2) associated with 1.2 kPa CO 2 for 50 days fol-
lowed by 3 and 5 days of shelf life (20 ± 2 °C and 65 ± 5% relative 
humidity)

Data (mean ± SD) followed by the same letter, in a column, do not differ statistically from Tukey’s (P < 0.05)

Storage conditions Respiration rate1 Ethylene produc-
tion rate1

Epidermis color1 Red color index1 Strength for 
compression of the 
fruits1Less red side Redder side

Three days of shelf life
 CS 243.3 ± 22.1 a 52.6 ± 3.6 a 26.7 ± 0.7 b 18.5 ± 0.6 b 4.0 ± 0.1 a 21.5 ± 0.8 d
 CA + LO 188.9 ± 14.8 b 5.1 ± 0.8 b 43.1 ± 2.4 a 20.9 ± 1.5 ab 3.8 ± 0.1 a 27.7 ± 1.3 c
 CA + ULO1 169.9 ± 15.8 b 5.7 ± 2.3 b 49.6 ± 7.7 a 21.5 ± 0.8 a 3.8 ± 0.2 a 43.8 ± 3.0 b
 CA + ULO2 190.2 ± 17.6 b 5.8 ± 2.5 b 46.5 ± 1.9 a 21.6 ± 1.9 a 3.8 ± 0.2 a 49.4 ± 3.3 a
 CA + ELO 206.2 ± 13.7 b 0.7 ± 0.2 c 51.8 ± 7.9 a 23.4 ± 2.1 a 3.8 ± 0.1 a 45.8 ± 1.9 ab
 F4, 15 10.4081 175.8622 14.9753 6.7869 1.9941 114.3400
 P-value 0.0003  < 0.0001  < 0.0001 0.0025 0.1472 0.0021
Five days of shelf life
 CS 402.5 ± 27.8 a - 21.2 ± 1.2 c 16.2 ± 2.1 c - 17.5 ± 2.2 b
 CA + LO 359.5 ± 35.2 ab - 26.1 ± 1.2 bc 22.1 ± 2.1 ab - 21.0 ± 2.1 b
 CA + ULO1 295.2 ± 11.1 b - 27.4 ± 2.2 b 19.4 ± 2.0 bc - 29.4 ± 4.6 a
 CA + ULO2 314.8 ± 52.0 b - 29.7 ± 1.4 ab 19.9 ± 2.2 bc - 34.1 ± 4.8 a
 CA + ELO 299.8 ± 20.1 b - 34.7 ± 4.4 a 26.1 ± 3.8 a - 35.9 ± 1.5 a
 F4, 15 7.8705 - 16.1870 8.7696 - 22.8751
 P-value 0.0013 -  < 0.0001 0.0007 -  < 0.0001

Table 2   Ethyl acetate (µL L−1), acetaldehyde (µL L−1), and ethanol 
(µL L−1) concentrations in “Laetitia” plums stored under cold storage 
(CS, 21 kPa O2 + 0.03 kPa CO2; 1.7 ± 0.9 °C and 96 ± 2% relative 
humidity), or in a CA, with different O2 partial pressures (CA + LO, 
2  kPa O2; CA + ULO1, 1.0 kPa O2; CA + ULO2, 0.7 kPa O2; and 
CA + ELO, 0.5 kPa O2) associated with 1.2 kPa CO2 for 50 days of 
storage followed by 3 and 5 days of shelf life (20 ± 2 °C and 65 ± 5% 
relative humidity)

1 Data (mean ± SD) followed by the same letter, in a column, do not 
differ statistically from Tukey’s (P < 0.05)

Storage conditions Ethyl acetate1 Acetaldehyde1 Ethanol1

Three days of shelf life
 CS 5.5 ± 1.77 b 0.60 ± 0.06 c 149.5 ± 17.1 c
 CA + LO 6.9 ± 2.11 b 0.69 ± 0.10 bc 240.8 ± 46.4 b
 CA + ULO1 5.5 ± 0.62 b 1.08 ± 0.07 ab 233.1 ± 11.3 b
 CA + ULO2 6.9 ± 0.73 b 1.09 ± 0.20 ab 283.0 ± 19.9 b
 CA + ELO 12.1 ± 1.26 a 1.48 ± 0.33 a 1002.9 ± 318.2 a
 F4, 15 14.8300 13.7341 64.6400
 P-value  < 0.0001  < 0.0001  < 0.0001
Five days of shelf life
 CS 1.80 ± 0.60 c 0.18 ± 0.10 b 212.7 ± 24.4 b
 CA + LO 5.86 ± 0.64 b 0.40 ± 0.12 ab 200.0 ± 14.3 b
 CA + ULO1 4.02 ± 0.51 b 0.40 ± 0.11 ab 194.3 ± 46.7 b
 CA + ULO2 5.40 ± 0.57 b 0.47 ± 0.13 a 201.1 ± 35.0 b
 CA + ELO 8.58 ± 1.65 a 0.59 ± 0.09 a 508.1 ± 121.7 a
 F4, 15 30.1890 7.7671 19.7242
 P-value  < 0.0001 0.0013  < 0.0001
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in CA + ELO and CA + ULO2 compared to those stored 
in CA + LO and CS (Table 3). These results corroborate 
those reported by Singh and Singh (2013), who observed 
greater firmness in fruits stored in CA with lower O2 par-
tial pressure. Despite the reduction in the strength for com-
pression and flesh firmness at 3 to 5 days of shelf life, the 
response pattern for both variables was similar, indicating 
that lower O2 partial pressures are more effective in delay-
ing the loss of fruit consistency.

Higher titratable acidity was observed in plums stored 
under CA + ULO1 and CA + ULO2 compared to those 
stored in CS (Table 3). This is due to the reduction in 
the consumption of organic acids, which results from 
decreased activity of the Krebs cycle (Ampofo-Asiama 
et  al., 2014). Similar observations have been made in 
“Jubileum,” “Victoria,” and “Opal” plums (Wang & 
Vestrheim, 2003), peaches (Santana et al., 2011), apples 
(Jeziorek et al., 2010), tomatoes (Majidi et al., 2012), and 
dragon fruit (Ho et al., 2020). Although titratable acid-
ity was higher in “Laetitia” plums stored in CA + ULO1 
and CA + ULO2 compared to CS, the CA + ELO and CA 
+ LO conditions were similar to the other storage condi-
tions at 3 days of shelf life (Table 3). However, as the shelf 
life progressed from 3 to 5 days, the effectiveness of the 
O2 partial pressures in maintaining higher titratable acid-
ity in fruits stored under CA + ULO1 and CA + ULO2 
diminished, with acid values becoming similar across all 
treatments (Table 3).

In the present study, although there were no significant 
differences between treatments at the 3-day shelf life, the 
soluble solid content of fruits stored in CA + ULO1, CA 
+ ULO2, or CA + ELO at 5 days was similar among these 
treatments and higher than those stored in CS and AC + LO 
(Table 3). Therefore, low O2 partial pressures can delay the 
sugar degradation in “Laetitia” plums for up to 5 days of 
shelf life. This statement is supported by Petre et al. (2022) 
who reported a delay in sugar degradation in “Stanley” and 
“Bluefree” plums stored in CA with low O2 partial pressures.

Flesh browning was similar in fruits stored under CS, CA 
+ LO, and CA + ELO conditions, regardless of the shell life 
period assessed (Table 3, SM – Fig. 1 A–J). This suggests 
that the O2 partial pressure in CA + LO was not low enough 
to restrict the formation of free radicals, despite reducing 
ethylene production. Conversely, CA + ELO may have 
limited energy availability for the synthesis of antioxidant 
compounds and the maintenance of cellular metabolism (Li 
et al., 2016), even though it might have reduced ROS forma-
tion. It is worth noting that although there was an increase 
in the flesh browning from 3 to 5 days of shelf life in all 
treatments, plums stored in CA + ULO1 and CA + ULO2 
exhibited 43% less flesh browning compared to those stored 
under other conditions.

ROS are typically neutralized naturally by the fruit’s 
defense system (antioxidant system), which includes both 
enzymatic and non-enzymatic antioxidant processes (Karup-
panapandian et al., 2011). However, during fruit storage at 

Table 3   Flesh firmness (N), titratable acidity (% of malic acid), solu-
ble solids content (%), flesh browning (%), and flesh color (L*, light-
ness) and rot (%) of “Laetitia” plums stored under cold store (CS, 21 
kPa O2 + 0.03 kPa CO2; 1.7 ± 0.9 °C and 96 ± 2% relative humidity), 
or in a CA, with different O2 partial pressures (CA + LO, 2 kPa O2; 

CA + ULO1, 1.0 kPa O2; CA + ULO2, 0.7 kPa O2; and CA + ELO, 
0.5 kPa O2) associated with 1.2 kPa CO2 for 50 days of storage fol-
lowed by 3 and 5 days of shelf life (20 ± 2 °C and 65 ± 5% relative 
humidity)

Data (mean ± SD) followed by the same letter, in a column, do not differ statistically from Tukey’s (P < 0.05)

Storage conditions Flesh firmness1 Titratable acidity1 Soluble solids1 Flesh browning1 L*1 Rot1

Three days of shelf life
 CS 7.1 ± 0.1 d 0.54 ± 0.1 b 10.4 ± 0.6 a 80.5 ± 9.5 a 49.7 ± 0.6 b 22.2 ± 14.1 a
 CA + LO 9.4 ± 0.7 c 0.79 ± 0.1 ab 9.9 ± 0.4 a 76.9 ± 6.1 a 49.1 ± 2.2 b 24.2 ± 11.0 a
 CA + ULO1 17.3 ± 0.8 b 1.15 ± 0.1 a 10.2 ± 0.3 a 23.3 ± 19.2 b 56.6 ± 1.1 a 8.0 ± 3.9 a
 CA + ULO2 18.5 ± 1.0 ab 1.14 ± 0.1 a 10.4 ± 0.1 a 34.5 ± 11.5 b 56.7 ± 0.7 a 12.2 ± 10.4 a
 CA + ELO 19.6 ± 0.6 a 0.92 ± 0.1 ab 9.9 ± 0.1 a 80.4 ± 3.8 a 49.8 ± 1.2 b 12.8 ± 5.8 a
 F4, 15 242.72 40.912 1.5437 24.064 34.744 2.0372
 P-value  < 0.0001 0.0019 0.2401  < 0.0001 0.0082 0.1417
Five days of shelf life
 CS 6.4 ± 0.5 c 0.46 ± 0.1 a 5.3 ± 0.8 b 95.8 ± 8.3 a 40.1 ± 3.1 cd 38.2 ± 15.5 ab
 CA + LO 6.3 ± 0.2 c 0.48 ± 0.1 a 5.2 ± 0.5 b 91.9 ± 7.3 a 34.7 ± 2.5 d 52.1 ± 17.2 a
 CA + ULO1 11.1 ± 0.8 b 0.45 ± 0.1 a 6.9 ± 0.4 a 55.6 ± 9.8 b 52.3 ± 2.7 a 16.9 ± 12.1 bc
 CA + ULO2 12.3 ± 1.3 ab 0.45 ± 0.1 a 7.2 ± 0.6 a 47.9 ± 9.9 b 47.1 ± 2.2 ab 14.3 ± 2.2 bc
 CA + ELO 14.0 ± 1.2 a 0.46 ± 0.1 a 6.5 ± 0.4 a 85.1 ± 6.5 a 41.8 ± 1.9 bc 10.2 ± 7.5 c
 F4, 15 62.3110 0.7741 11.0601 26.7180 27.5640 8.6273
 P-value  < 0.0001 0.5752 0.0002  < 0.0001  < 0.0001 0.0008
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low temperatures, the antioxidant system may lose its effec-
tiveness. As a result, ROS can cause irreversible damage to 
cellular structures (Topalovic et al., 2013) and contribute 
to the development of physiological disorders (Antoniolli 
et al., 2016; Sogvar et al., 2020; Wang et al., 2016). Ali 
et al. (2016) observed lower concentrations of total phenolic 
content and total antioxidant activity, as measured by the 
DPPH method, in lychee fruits that exhibited greater flesh 
browning. In contrast, Meng et al. (2009) found higher con-
centrations of phenolic compounds in peaches with more 
pronounced flesh browning. In the present study, plums 
showing higher flesh browning incidence and a redder epi-
dermis (with lower h° values in fruits stored in CS or CA 
+ LO) also had higher total phenolic content and total anti-
oxidant activity (Table 4). This response can be attributed 
to the specific fruit component used for quantifying antioxi-
dants. In this study, the epidermis has a higher concentration 
of antioxidants compared to the pulp. Additionally, in plums, 
anthocyanins while being antioxidants (Khoo et al., 2017) 
also contribute to the red color intensity of the epidermis 
(Xiang et al., 2023). It indicates that fruits with a redder epi-
dermis have a higher anthocyanin concentration. The higher 
antioxidant concentration observed in plums with greater 
flesh browning and lower h° values is associated with the 
highest anthocyanin contents in the fruit epidermis. How-
ever, it is important to note that flesh browning begins at 
the center and progresses toward the fruit’s ends. Although 
the plum epidermis contains high antioxidant levels, these 
may not directly mitigate ROS formed in the central part of 
the fruits.

For 3 days of shelf life, plums stored under CA + ULO1 
or CA + ULO2 had higher flesh color (L*-values) compared 
to those stored in other treatments. At 5 days of shelf life, 
plums stored in CA + ULO1 had higher L*-values than those 
stored in CA + LO, CA + ELO, or CS (Table 3). Although 
flesh browning typically becomes more pronounced during 
storage and continues to develop over the shelf life period 
(Lurie et al., 2011), the fruits can continue to be appreci-
ated by consumers, as long as the flesh browning is at low 
levels, characterized by L*-values above 50.5 (Corrêa et al., 
2011). In this context, plums stored under CA + ULO1 or 
CA + ULO2 would likely be preferred by consumers, as 
they exhibited average L*-values of 54.4 and 51.9 for 3 and 
5 days of shelf life, respectively (Table 3).

Rocha-Pimienta et al. (2020) found a strong correlation 
between flesh browning in “Angeleno” and “Larry Ann” 
plums and the development of fungal rot, primarily caused 
by Alternaria spp. and Cladosporium spp. Although these 
authors noted that cold damage can promote the growth 
of opportunistic microorganisms, in the present study, the 
occurrence of rot was not linked to cold damage. This is 
evident as the treatments with greater flesh browning did not 
align with those exhibiting higher rot incidence (Table 3).

“Laetitia” Plum Aromatic Profile

In “Laetitia” plums stored in CS or CA with different O2 
concentrations, a total of seven aldehydes were identified 
(Table 5). Among them, 3-methyl butanal, decanal, and 
nonanal were present in all storage conditions, with their 
concentrations remaining similar across treatments. How-
ever, the E- 2-hexenal concentration was higher in plums 
stored under CA + ULO1, CA + ULO2, and CA + LO than 
those stored in CS. Hexanal levels were higher in fruits 
stored under CA + ULO2 and CA + LO compared to the 
other treatments, while acetaldehyde concentrations were 
higher in plums stored under CA + ELO relative to those 
stored in CS, CA + LO, and CA + ULO1. Horvat et al. 
(1992) identified E- 2-hexenal as the primary aromatic 
constituent among aldehydes in freshly picked plums. In 
this study, reducing the O2 partial pressure increased the 
concentrations of hexanal and E- 2-hexenal, indicating that 
low oxygen levels enhance the concentration of this key 
aroma compound in plums. Similar results were observed in 
“Royal Gala” apples, where reducing the O2 partial pressure 
increased the concentrations of E- 2-hexenal and benzalde-
hyde (Both et al., 2014).

Among the alcohols, 2-ethyl- 1-hexanol, 1-hexanol, 
3-hexen- 1-ol, and ethanol were the most relevant aromatic 
compounds. Their concentrations (except for 2-ethyl- 
1-hexanol) varied according to the storage conditions 
(Table 5). Plums stored in CA + ULO1 or CA + ULO2 
had higher concentrations of 3-hexen- 1-ol and 1-hexanol 

Table 4   Total phenolic content (g GAE kg−1 fresh weight) and total 
antioxidant activity (g GAE kg−1 fresh weight) quantified by ABTS 
and DPPH methods in the pulp of “Laetitia” plums stored under cold 
stored (CS, 21 kPa O2 + 0.03 kPa CO2; 1.7 ± 0.9 °C and 96 ± 2% 
relative humidity), or in a CA with different oxygen partial pressures 
(CA + LO, 2 kPa O2; CA + ULO1, 1.0 kPa O2; CA + ULO2, 0.7 kPa 
O2; and CA + ELO, 0.5 kPa O2) associated with 1.2 kPa CO2 for 50 
days of storage followed by for 5 days of shelf life (20 ± 2 °C and 65 
± 5% relative humidity)

1 Data (mean ± SE) followed by the same letter, in a column, do not 
differ statistically from Tukey’s (P < 0.05)

Storage conditions Total phenolic 
content1

ABTS1 DPPH1

CS 118.6 ± 5.4 a 42.7 ± 12.2 a 81.2 ± 6.1 a
CA + LO 106.1 ± 9.3 a 50.5 ± 14.6 a 84.8 ± 5.4 a
CA + ULO1 90.0 ± 1.2 b 13.6 ± 5.1 b 64.8 ± 3.5 b
CA + ULO2 76.6 ± 6.4 c 7.8 ± 1.6 b 66.4 ± 3.0 b
CA + ELO 88.3 ± 5.3 bc 14.6 ± 4.2 b 57.7 ± 5.0 b
F 29.055 18.175 23.242
d.f 15 15 15
P-value  < 0.0001  < 0.0001  < 0.0001
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compared with those stored in CS or CA + LO. However, 
no significant differences were observed in the concen-
trations of 1-butanol, 1-octen- 3-ol, and 2-methyl- 1-pro-
panol across the different storage conditions. On the other 
hand, the highest ethanol concentrations were recorded 
in plums stored in CA + ELO compared to other treat-
ments. Ethanol, a key aroma-active volatile compound, 
is naturally synthesized by fruits during maturation and 

ripening through ethanol metabolism (Lv et al., 2021). 
However, storing fruits in a controlled atmosphere with 
extremely low O2 concentrations can significantly increase 
ethanol production (Bui et al., 2019), leading to over-accu-
mulation and the development of undesirable alcoholic 
off-flavors (Huan et al., 2021). Although ethanol can serve 
as a substrate for the synthesis of ethyl esters (Liu et al., 
2012; Wang et al., 2019), high ethanol concentrations can 

Table 5   Aromatic profile and volatile compound concentration (g 
kg−1 of fresh mass expressed in the equivalent of N-alkanes C7-C40) 
in “Laetitia” plums fruit stored under cold storage (CS, 21 kPa O2 + 
0.03 kPa CO2), or in a CA (1.7 ± 0.9 °C and 96 ± 2% relative humid-

ity) with different oxygen partial pressures (CA + LO, 2 kPa O2; CA 
+ ULO1, 1.0 kPa O2; CA + ULO2, 0.7 kPa O2; and CA + ELO, 0.5 
kPa O2) associated with 1.2 kPa CO2 for 50 days of storage followed 
by for 5 days of shelf life (20 ± 2 °C and 65 ± 5% relative humidity)

ND not determined
1 Data (mean ± SD) followed by the same letter, in a line, do not differ statistically by Tukey’s test (P < 0.05)

Compound Storage conditions1 P-value

Cold storage (CS) Controlled atmosphere (CA)

2 kPa O2 1.0 kPa O2 0.7 kPa O2 0.5 kPa O2

Aldehydes
 3-methyl butanal 0.0130 ± 0.0040 a 0.0140 ± 0.0032 a 0.0110 ± 0.0021 a 0.0131 ± 0.0020 a 0.0120 ± 0.0011 a 0.0152
 Acetaldehyde 0.0120 ± 0.0020 b 0.0130 ± 0.0010 b 0.0110 ± 0.0020 b 0.0160 ± 0.0031 ab 0.0250 ± 0.0020 a 0.0021
 Decanal 0.0008 ± 0.0001 a 0.0008 ± 0.0001 a 0.0007 ± 0.0001 a 0.0008 ± 0.0002 a 0.0007 ± 0.0001 a 0.0001
 E- 2-hexenal 0.0480 ± 0.0100 b 0.0861 ± 0.0012 ab 0.0931 ± 0.0202 a 0.1210 ± 0.0202 a 0.1051 ± 0.0323 a 0.0007
 E- 2-octenal 0.0140 ± 0.0010 a 0.0152 ± 0.0011 a ND ND ND 0.0059
 Hexanal 0.1030 ± 0.0150 b 0.1291 ± 0.0041 b 0.1400 ± 0.0121 b 0.1880 ± 0.0271 a 0.1902 ± 0.0071 a 0.0001
 Nonanal 0.0011 ± 0.0001 a 0.0010 ± 0.0001 a 0.0010 ± 0.0001 a 0.0012 ± 0.0001 a 0.0012 ± 0.0003 a 0.0050
Alcohol
 2-ethyl- 1-hexanol 0.2050 ± 0.0140 a 0.2090 ± 0.0201 a 0.2153 ± 0.0180 a 0.2040 ± 0.0600 a 0.2121 ± 0.0212 a 0.1014
 1-butanol 0.0311 ± 0.0019 a 0.3167 ± 0.0007 a 0.0339 ± 0.0056 a 0.0316 ± 0.0021 a 0.0312 ± 0.0010 a 0.0001
 1-hexanol 0.2461 ± 0.0269 b 0.2286 ± 0.0155 b 0.3902 ± 0.0898 a 0.4051 ± 0.0446 a 0.3033 ± 0.0293 ab 0.0029
 1-octen- 3 -ol 0.0560 ± 0.0300 a 0.0612 ± 0.0071 a 0.0520 ± 0.0020 a 0.0520 ± 0.0021 a 0.0531 ± 0.0051 a 0.7297
 2-methyl- 1-propanol 0.0100 ± 0.0010 a 0.0093 ± 0.0010 a 0.0070 ± 0.0061 a 0.0081 ± 0.0010 a 0.0100 ± 0.0010 a 0.0293
 3-hexen- 1 -ol 0.1450 ± 0.0300 b 0.1391 ± 0.0203 b 0.2732 ± 0.0101 a 0.2510 ± 0.0505 a 0.1960 ± 0.0100 ab 0.0027
 3-methyl- 1-butanol 0.0290 ± 0.0050 a 0.0182 ± 0.0032 b 0.0180 ± 0.0051 b 0.0170 ± 0.0031 b 0.0170 ± 0.0030 b 0.0206
 Ethanol 0.8240 ± 0.1500 bc 0.5191 ± 0.0900 d 0.6200 ± 0.0822 cd 1.1500 ± 0.1802 b 3.1370 ± 0.3712 a 0.0001
 Z- 2-hexen- 1 -ol 0.0480 ± 0.0200 b 0.0400 ± 0.1523 b 0.0340 ± 0.0202 b 0.0371 ± 0.0202 b 0.0921 ± 0.0212 a 0.0014
Esters
 Ethyl acetate 0.0380 ± 0.0080 b 0.0230 ± 0.0050 b 0.0471 ± 0.0303 ab 0.0500 ± 0.0101 ab 0.0900 ± 0.0411 a 0.0015
 Hexyl acetate 0.0028 ± 0.0010 b 0.0025 ± 0.0010 b 0.0022 ± 0.0010 b 0.0041 ± 0.0010 ab 0.0050 ± 0.0010 a 0.0039
 Butyl butanoate 0.0018 ± 0.0001 a 0.0017 ± 0.0002 a 0.0021 ± 0.0003 a 0.0019 ± 0.0003 a 0.0018 ± 0.0004 a 0.0518
 Ethyl butyrate 0.0520 ± 0.0002 ab 0.0560 ± 0.0012 a 0.0520 ± 0.0015 ab 0.0460 ± 0.0021 ab 0.0341 ± 0.0017 b 0.0138
 Hexyl butanoate 0.0010 ± 0.0006 a 0.0011 ± 0.0001 a 0.0010 ± 0.0002 a 0.0011 ± 0.0006 a 0.0011 ± 0.0001 a 0.0535
 E- 3-hexenyl acetate 0.0110 ± 0.0060 ab 0.0180 ± 0.0021 a 0.0090 ± 0.0010 b 0.0100 ± 0.0012 b 0.0121 ± 0.0030 ab 0.0154
 Ethyl hexanoate 0.0080 ± 0.0010 c 0.0180 ± 0.0021 a 0.0080 ± 0.0020 c 0.0120 ± 0.0020 b 0.0110 ± 0.0011 bc 0.0001
 Ethyl octanoate 0.0017 ± 0.0010 ab 0.0014 ± 0.0020 b 0.0014 ± 0.0040 b 0.0021 ± 0.0010 a 0.0019 ± 0.0021 ab 0.0067
 Z- 2-ethyl butanoate 0.0190 ± 0.0020 a 0.0201 ± 0.0022 a 0.0211 ± 0.0020 a 0.0190 ± 0.0061 a 0.0210 ± 0.0031 a 0.8626
 Z- 3-hexenyl acetate 0.0030 ± 0.0020 b 0.0020 ± 0.0001 b 0.0021 ± 0.0001 b 0.0020 ± 0.0001 b 0.0080 ± 0.0020 a 0.0001
Ketones
 6-methyl- 5-hepten- 2-ona 0.0150 ± 0.0060 a 0.0051 ± 0.0030 b 0.0050 ± 0.0010 b 0.0070 ± 0.0022 b 0.0061 ± 0.0020 b 0.0048
Terpenes
 Linalool 0.0009 ± 0.0001 a 0.0009 ± 0.0001 a 0.0009 ± 0.0001 a 0.0009 ± 0.0001 a 0.0009 ± 0.0001 a 0.7367
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competitively inhibit the formation of other esters (Dixon 
& Hewett, 2000), including those derived from 1-hexanol 
(Qin et al., 2014; Tang et al., 2015; Ties & Barringer, 
2012), 1-butanol, and 2-methyl- 1-butanol (Thewes et al., 
2017). This can lead to a significant increase in ethyl-
acetate concentration, which is an undesirable aromatic 
compound in fruits (Maoz et al., 2019). In the present 
study, the high ethanol concentration observed in “Laeti-
tia” plums stored in AC + ELO did not inhibit the syn-
thesis of ethyl esters. These compounds (ethyl butyrate, 
ethyl hexanoate, ethyl octanoate, and Z- 2-ethyl butanoate) 
were present in all fruits stored in CA in concentrations 
equivalent to or higher than those stored in CS (Table 5). 
On the other hand, ethyl-acetate concentration was higher 
in CA + ELO compared to CA + LO and CS. Ethyl-acetate 
is an unwanted aromatic compound (Maoz et al., 2019) as 
it reduces the fruit flavor quality (Almenar et al., 2006; 
Huan et al., 2021; Januszek & Satora, 2021; Pérez & Sanz, 
2001).

Ester formation is also linked to ethylene production, 
as this plant hormone regulates the activity of alcohol acyl 
transferase (AAT), the enzyme responsible for convert-
ing alcohols to esters (Defilippi et al., 2005). The storage 
of “Laetitia” plums under CA with extremely low oxygen 
may inhibit ethylene production by reducing 1-carboxylic- 
1-amaminocyclopropane oxidase (ACC oxidase) activity 
(Thewes et al., 2017). In this context, ester formation can 
be limited by reducing AAT activity. Despite the reduced 
ethylene production in CA + ELO, the ester concentrations 
(butyl butanoate, hexyl butanoate, E- 3-hexenyl acetate, and 
Z- 3-hexenyl acetate) were quantitatively similar and either 
higher or comparable to those in other storage conditions 
(Table 5), suggesting that AAT activity was not significantly 
reduced in CA + ELO.

Although a ketone (6-methyl- 5-hepten- 2-one) and a ter-
pene (linalool) were detected in the present study (Table 5), 
their concentrations were extremely low and did not sig-
nificantly impact the aromatic profile of the “Laetitia” plum 
fruits. Therefore, our results indicate that storing “Laetitia” 
plums in CA with varying O2 levels is an effective method 
for maintaining post-harvest quality. This approach helps 
to increase the concentrations of key aromatic compounds 
such as aldehydes (E- 2-hexenal and hexanal) and alcohols 
(1-hexanol and 3-hexen- 1-ol), which are crucial for defin-
ing the fruit’s aroma (Wang et al., 2020). However, stored 
plums in CA + ELO showed increased internal browning 
and ethyl acetate concentration, which leads to off-flavor. Lai 
et al. (2024) observed that internal browning affects the vola-
tile emission and concentrations in pineapples, noting that 
internal browning can regulate volatile compound synthesis 
through lipoxygenase. Therefore, our results suggest that the 
metabolic pathways for volatile compounds in plums were 
altered by reduced oxygen concentrations. Furthermore, the 

internal browning was comparable between plums stored in 
CS and CA + ELO, indicating that the observed changes in 
volatile compounds and their concentrations are linked to 
altered metabolic pathways rather than solely the storage 
conditions.

Conclusion

Storage of “Laetitia” plum fruits stored under a CA (1.7 
± 0.9 °C and 96 ± 2% relative humidity) with ultra-low O2 
(1.0 kPa O2 and 0.7 kPa O2) and extremely low O2 (0.5 kPa 
O2) associated with 1.2 kPa CO2 delaying the fruit ripening 
process.

Storage of “Laetitia” plum fruits stored in a CA with 1.0 
kPa O2 or 0.7 kPa O2 associated with 1.2 kPa CO2 maintains 
consistency, acidity, and sugar concentration and mainly 
reduces the flesh browning in fruits, at 50 days of storage 
followed by 5 days of shelf life.

Storage of “Laetitia” plums fruit stored in a CA with 
ultra-low O2 (0.7 kPa O2) increases the aldehyde (hexanal 
and E- 2-hexenal) and alcohol (1-hexanol and 3-hexen- 1-ol) 
concentrations, which are considered important compounds 
to the formation of the aroma of plum fruits. Furthermore, 
the controlled atmosphere with extremely low O2 (0.5 kPa 
O2) associated with 1.2 kPa CO2 leads to off-aroma forma-
tion in “Laetitia” plums.
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A B S T R A C T

This study evaluated the effects of tea tree essential oil (TTO) on blue mold severity, volatile compound profiles, 
and postharvest quality of ‘Fuji’ apples during cold storage. Two experiments were conducted using laboratory- 
extracted TTO from Brazil and commercial TTO from Australia, applied by vaporization at various concentra
tions. Both types of TTO affected major volatile compounds, including terpinen-4-ol, γ-terpinene, and α-terpi
nene. The laboratory-extracted TTO had higher of 1,8-cineole, while commercial TTO had more p-cymene. TTO 
reduced blue mold severity up to 115 μL L− 1 (laboratory) and 99 μL L− 1 (commercial). Ethylene production 
decreased with laboratory-extracted TTO up to 64 μL L− 1, while commercial TTO decreased ethylene production. 
Laboratory TTO increased the respiratory up to 41 μL L− 1 before declining, whereas commercial TTO continu
ously decreased the respiratory. Higher concentrations of laboratory TTO decreased flesh firmness and lightness. 
TTO types altered the apples' volatile profiles, reducing ‘Fuji’ apple aromas.

1. Introduction

The ‘Fuji’ variety of apples are prone to rot, leading to potential post- 
storage losses of up to 20 % (Argenta et al., 2015). Among the various 
rots affecting apple storage, blue mold, attributed to the fungus Peni
cillium expansum Link., is of significant concern (Luciano-Rosario et al., 
2020) and is prevalent in nearly all apple-producing regions globally. 
Infestation of fruits can occur both in the field and during postharvest 
handling (Darolt et al., 2016). These lesions initially manifest as watery 
and soft, with a light brown hue and greenish conidia, which detri
mentally impacts fruit quality and plays a substantial role in post- 
storage losses (Buonsenso et al., 2023).

Prior research has demonstrated the efficacy of essential oil (EO) 
fumigation in inhibiting antifungal activity and mitigating disease 
development during post-storage (Banani et al., 2018; Schiavon et al., 
2023). EOs exhibit broad-spectrum activity against pathogenic 

microorganisms, albeit with varying minimum inhibitory concentra
tions based on the pathogen (Antunes & Cavaco, 2010) and the botanical 
source of the EO extraction (Vieira et al., 2018). Comprising diverse 
chemical constituents, EOs collectively offer antioxidant, antimicrobial, 
antifungal, and insecticidal properties, effectively controlling the pro
liferation of diverse microorganisms (Buonsenso et al., 2023; Chouhan 
et al., 2017). While the precise mechanisms by which EOs act on fungi 
are not fully understood, their efficacy stems from the synergistic action 
of their chemical components (Banani et al., 2018; Bhavaniramya et al., 
2019). EOs disrupt fungal pathogens by damaging cell membranes, 
enhancing fluidity and permeability, impeding respiration, altering ion 
transport, inducing cellular leakage (Fadli et al., 2012; Neto et al., 
2019), as well as modifying cell morphology and arresting growth (Tao 
et al., 2014). However, the use of essential oils may influence the 
organoleptic attributes of fruits, potentially altering flavor after refrig
erated storage. Therefore, determining optimal fruit exposure duration 
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and application methods for EOs is crucial for mitigating such alter
ations (Schiavon et al., 2023).

The EO derived from Melaleuca alternifolia is renowned and exten
sively researched for its antimicrobial properties. This antimicrobial 
efficacy is attributed to a blend of compounds including 1,8-cineole, 
terpinen-4-ol, terpinolene, α-terpinene, γ-terpinene, and sesquiterpene 
alcohols (Sharifi-Rad et al., 2017), with their concentrations varying 
based on geographic location and the environmental and ecological 
conditions in which the plants are exposed (Oliveira et al., 2020). This 
study aims to assess the impact of volatile compounds present in TTO on 
reducing the severity of blue mold caused by P. expansum, examining the 
volatile compound profile, and their influence on the postharvest quality 
of ‘Fuji apples stored under refrigeration.

2. Material and methods

In the 2018/2019 growing season, ‘Fuji’ apples were harvested from 
a commercial orchard situated in Vacaria, RS, Brazil (28◦30′44″ S and 
50◦56′02″ W). After harvest, the apples were transported to the Labo
ratory of Physiology and Postharvest Technology, Lages (SC), Brazil, for 
sample preparation, EO application, and analyses. Two distinct experi
ments were conducted: one utilizing commercial TTO and the other 
employing laboratory-extracted TTO. The laboratory-extracted TTO was 
acquired through steam distillation, while the commercial TTO, origi
nating from Australia, was sourced from “Ferquímica Indústria e 
Comércio de Óleos Essenciais”, Brazil.

2.1. Botanical material and essential oil distillation

The botanical material for TTO extraction from Melaleuca alternifolia 
plants cultivated in Santa Rosa do Sul (SC), Brazil, was collected in the 
morning during autumn. The plant material was dried in a controlled 
environment (23 ± 2 ◦C, 65 ± 5 % RH) for seven days. After defoliation, 
the leaves were used to extract the essential oil using a steam distiller 
(Solab, model SL-76, Brazil). The distillation process began with a 
gradual temperature increase from 0 ◦C to 115 ◦C. The essential oil was 
then stored in amber glass bottles until application.

2.2. Applied treatments and pathogenic inoculation

The initial essential oil concentrations for both the commercial TTO 
and the extracted TTO were set at 0 (control), 50, 100, and 150 μL L− 1. 
After application, it was found that not all of the essential oil had 
evaporated. Therefore, the non-evaporated amount was subtracted from 
the initial value to the determine the actual concentrations applied. 
Treatments included different concentrations of laboratory-extracted 
TTO (0, 43, 85, and 124 μL L− 1) and commercial TTO (0, 49, 78, and 
126 μL L− 1), which were applied to fruit through vaporization under 
ambient conditions (23 ± 1 ◦C, 65 ± 5 % RH) for 24 h. Each experi
mental treatment comprised four sets of 15 fruit that were inoculated 
and four sets of 15 fruit that remained non-inoculated. The fruit desig
nated for inoculation underwent perforation at the equatorial region on 
two opposing sides using a TA.XT-Plus® electronic texture analyzer 
from Stable Micro Systems Ltd., Surrey, United Kingdom, fitted with a 2 
mm diameter tip set to penetrate to a depth of 4 mm. Subsequently, the 
fruit were inoculated with 10 μL of a suspension containing 106 spores 
mL− 1 of P. expansum. This spore suspension was meticulously prepared 
using sterilized distilled water and 0.05 % Tween® 20. The spore count 
was determined utilizing a Neubauer chamber (hemacytometer). The 
treatments were administered to the fruit 24 h after post-inoculation 
with P. expansum.

2.3. Analysis of the profile of volatile compounds in essential oil

The TTO compounds were analyzed for their volatile compound 
profile using a GC–MS system (Perkin Elmer, USA) comprising a gas 

chromatograph (GC, model Clarus 680 GC) coupled to a mass spec
trometer (MS, model Clarus SQ 85). For the analysis of volatile com
pounds, 1 mL aliquot each of the extracted and commercial TTOs were 
placed in 40 mL vials sealed with screw caps and PTFE-coated silicone 
septa (Agilent Technologies, Germany). The samples underwent pre- 
extraction incubation (equilibration) with stirring for 10 min at 30 ±
1 ◦C. Subsequently, 100 μL of gas from the vial headspace was injected 
into the chromatograph. The column used was an HP5, with helium as 
the carrier gas flowing at 1 mL min− 1. The temperature protocol 
involved an initial 30 ◦C for 5 min, followed by a heating ramp of 2 ◦C 
min− 1 up to 120 ◦C, maintaining this temperature for three minutes, 
resulting in a total run time of 34 min. Compound identification was 
achieved through comparison with the chromatograph library within 
the software, which provided a probability of similarity for each com
pound detected.

2.4. Storage and evaluation of fruits

Following the application of treatment, all fruit was stored for 30 
days under refrigerated conditions (0.5 ± 0.2 ◦C, 90 ± 5 % RH). Eval
uation of the inoculated fruit occurred upon removal from the chamber 
and continued every two days in order to monitor the diameter of the 
blue mold rot lesion up to seven days under ambient conditions (23 ±
1 ◦C, 65 ± 5 % RH). Non-inoculated fruit were assessed after 7 days 
under ambient conditions for ethylene production and respiration rates, 
epidermal color attributes [hue angle (h◦), lightness (L*), and chroma 
(C)], flesh firmness, titratable acidity (TA), total soluble solids (TSS), 
and volatile compounds profile.

2.5. Severity of rot

The data on blue mold lesion diameter were used to compute the area 
under the disease progress curve (AUDPC), following the methodology 
outlined by Vale et al. (2004). The AUDPC was calculated using the 
formula: 

AUDPC = Σ [(Si+ Si+1)/2* (Ti+ 1 − Ti) ] (1) 

where Si represents the disease severity, specifically the average rot 
diameter at the i-th observation; Si + 1 denotes the disease severity, or 
the average rot diameter at the subsequent evaluation (i + 1); Ti cor
responds to the time in days of the i-th observation; and Ti + 1 signifies 
the days of evaluation for i + 1. The value of Si was determined by 
summing the average rot diameters and dividing by the total number of 
lesions present on the fruit.

2.6. Fruit quality analysis

Ethylene production (ηmol kg− 1 s− 1) was measured using a gas 
chromatograph (PerkinElmer®, Model Clarus 580, USA). Each set of 
fruit was placed in 4.1 L containers with airtight seals for 30 min, after 
which samples were taken from the inside of the container, with the aid 
of syringes, and analyzed according to the methodology described by 
Steffens et al. (2021).

Respiration rate of the fruit (ηmol kg− 1 s− 1) was quantified by an 
electronic gas analyzer (Schelle, Germany), with the circulation of CO2 
in a closed circuit. Each set of fruit was placed in 4.1 L containers with 
airtight seals for 30 min, after which samples were taken from the inside 
of the container, with the aid of syringes, and analyzed according to the 
methodology described by Steffens et al. (2021).

The epidermal background color was assessed for lightness (L*), 
chroma (C), and hue angle (h◦) values using a colorimeter (Model CR 
400, Konica Minolta, Japan). These measurements were conducted at 
the equatorial region of the fruit, on the reddest side.

Flesh firmness (N) was assessed using an electronic penetrometer 
(GÜSS Manufacturing Ltd., South Africa) fitted with an 11 mm diameter 
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tip. Measurements were taken after the removal of the epidermis in the 
central portion of the fruit (Steffens et al., 2021).

Titratable acidity (TA) values (% malic acid) were derived from a 5 
mL juice sample obtained through fruit processing in a centrifuge. This 
sample was diluted in 45 mL of distilled water and titrated with a 0.1 N 
NaOH solution to reach pH 8.1, using an automatic titrator (model 
TitroLine® Easy, Schott Instruments, Mainz, Rhineland-Pfalz, Germany) 
(Alali et al., 2018).

Total soluble solids (TSS; %) Sontent was determined using a digital 
refractometer (model PR201α, Atago®, Japan) with a portion of the 
juice obtained during fruit processing (Siqueira et al., 2018).

2.7. Volatile compounds of fruits

The volatile compounds present in the fruit were analyzed using the 
solid-phase microextraction (SPME) technique and a GC–MS system 
(Perkin Elmer, USA). For this analysis, 1 g of fruit sample (comprising 
peel and flesh), 1 g of NaCl, and 5 mL of deionized water were mixed in a 
40 mL vial, which was then sealed with a screw cap and a PTFE-coated 
silicone septum (Agilent Technologies, Germany). The sample was 
incubated for pre-extraction by stirring for 10 min at 30 ± 1 ◦C. Sub
sequently, a SPME fiber (CAR/PDMS) mounted on a holder exposed the 
gas phase of the sample for 25 min. The fiber was then desorbed for 10 
min at 250 ◦C in the chromatograph injector. The chromatographic 
conditions were identical to those used for characterizing the volatile 
compounds of TTO. Compound identification was based on comparison 
with the chromatograph library, providing a probability of similarity for 
each compound compared to the data stored in the software.

2.8. Experimental design

The experimental design was completely randomized. The data were 
subjected to variance analysis. The AUDPC and quality attributes data 
were analyzed using regression analysis in the SAS statistical program 
(Statistical analysis system, 2013).

3. Results

3.1. Essential oil volatile compound profile

The analysis of the chemical composition of TTO revealed the pres
ence of 25 components in varying proportions, with terpinen-4-ol, 1,8- 
cineole, γ-terpinene, α-terpinene, and p-cymene being the most abun
dant constituents (specific data not provided). In comparing commercial 
and laboratory-extracted TTO samples, similar relative concentrations 
were observed for terpinen-4-ol (15.7 % commercial, 16.3 % extracted), 
γ-terpinene (20.2 % commercial, 17.4 % extracted), and α-terpinene 
(19.1 % commercial, 20.4 % extracted). However, the relative concen
tration of 1,8-cineole was notably higher in the laboratory-extracted 
TTO (12.9 %) compared to the commercial TTO variant (1.3 %). In 
contrast, p-cymene exhibited a higher relative concentration in the 
commercial TTO (14.4 %) compared to the laboratory-extracted form 
(0.3 %). In a study by Puvača et al. (2021), terpinen-4-ol was identified 
as the major component at 38.5 %, followed by γ-terpinene (14.0 %), 
α-terpinene (2.4 %), α-terpineol (2.2 %), 1,8-cineole (2.2 %), and p- 
cymene (4.3 %).

3.2. Severity of rot

The application of both TTOs resulted in a decrease in blue mold 
severity, reaching a reduction of up to 8.7 % with the laboratory- 
extracted TTO at a concentration of 99 μL L− 1 (Fig. 1A), and 8.4 % 
with the commercial TTO at 115 μL L− 1 (Fig. 1B).

3.3. Physicochemical analyses

The ethylene production rate decreased with the application of 
laboratory-extracted TTO up to a concentration of 64 μL L− 1, followed 
by a gradual increase at higher doses (Fig. 2A). In contrast, the com
mercial TTO provided a decrease in the ethylene production rate in ‘Fuji’ 
apples with increasing concentrations applied (Fig. 2B).

The experiment with the laboratory-extracted TTO application 
showed an increase in the respiratory rate up to the concentration of 41 
μL L− 1, followed by a sharp decrease at higher TTO concentrations, 
resulting in the lower respiratory rate (137.13 nmol kg− 1 s− 1) at 124 μL 
L− 1 (Fig. 2 C). In contrast, the commercial TTO caused a decrease in the 

Fig. 1. Area under the disease progress curve (AUDPC) for blue mold in ‘Fuji’ apples subjected to the application by vaporization for 24 h of laboratory-extracted 
TTO at doses of 0, 43, 85, and 124 μL L− 1 (A) and commercial TTO at doses of 0, 49, 78, and 126 μL L− 1 (B). Fruit was maintained under refrigerated storage for 30 
days (0 ± 1 ◦C, 90 ± 5 % RH) followed by seven days at room temperature (23 ± 1 ◦C, 65 ± 5 % RH). Vertical bars correspond to the standard error of the mean. R2: 
coefficient of determination. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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respiratory rate of the fruit as the TTO concentration increased, with the 
lowest respiratory rate (197.62 nmol kg− 1 s− 1) at 126 μL L− 1 (Fig. 2 B).

The hue angle (h◦) values were not influenced by the application of 
either TTO, nor did the extracted and commercial TTOs influence the 
chroma (C) and lightness (L*) values (data not shown). Application of 
the laboratory-extracted TTO led to an increase in L* values in the less 
red region of apples up to a concentration of 22 μL L− 1, with a subse
quent reduction at higher concentrations (Fig. 3A). The commercial TTO 
reduced C values in the less red region of the fruit as the applied con
centration increased (Fig. 3 B).

Fruit subjected to the laboratory-extracted TTO application had a 
reduction in flesh firmness as the applied concentration increased, with 
values ranging from 66.6 to 60.5 N (Fig. 3 C). In contrast, the application 
of different concentrations of commercial TTO did not significantly 
affect the flesh firmness of the fruit (data not shown).

No effects of treatment were observed on total soluble solids (TSS) 
and titratable acidity (TA) values for both laboratory-extracted and 
commercial TTO (data not shown). Schiavon et al. (2023) also found no 
significant differences in these parameters with the application of EOs 
on apples.

3.4. Volatile compounds of fruits

Treatments with both extracted and commercial TTO affected the 
emission of volatile compounds in ‘Fuji’ apples. The laboratory- 
extracted TTO increased the relative area of alcohols 1-butanol and 1- 
hexanol, while reducing the relative areas the curve of alcohol 2-hexenol 
and esters 2-methyl hexyl butanoate and 2-methyl butanoate, regardless 
of the applied concentration. Additionally, the esters propyl butanoate, 
butyl hexanoate, propyl hexanoate, 2-methyl-butyl-2-methyl butyrate, 
2-methyl-ethyl butyrate, 2-methyl-methyl butyrate, and 2-methylpropyl 
butyrate were suppressed in fruit treated with the laboratory-extracted 
TTO at all concentrations.

In contrast, the commercial TTO reduced the relative area of volatile 
alcohols 1-butanol, 2-methyl-1-butanol, 1-hexanol, and 2-hexenol, 
aldehyde hexanal, as well as esters 2-methylhexyl butanoate, butyl 
butanoate, propyl butanoate, butyl hexanoate, propyl hexanoate, 2- 
methyl-butyl-2-methylbutyrate, ethyl 2-methyl-butyrate, methyl 2- 
methyl-butyrate, 2-methyl-butanoate, and 2-methylpropyl butyrate at 
all evaluated concentrations compared to the control. Specifically, esters 
propyl butanoate, propyl hexanoate, 2-methyl-butyl-2-methylbutyrate, 
and methyl 2-methyl-butyrate were suppressed even at the lowest 

Fig. 2. Ethylene production (A and B) and respiratory (C and D) rates in ‘Fuji’ apples subjected to the application by vaporization for 24 h of laboratory-extracted 
TTO at doses of 0, 43, 85, and 124 μL L− 1 (A and C) and commercial TTO at doses of 0, 49, 78, and 126 μL L− 1 (B and D). Fruit was maintained under refrigerated 
storage for 30 days (0 ± 1 ◦C, 90 ± 5 % RH) followed by seven days at room temperature (23 ± 1 ◦C, 65 ± 5 % RH). Vertical bars correspond to the standard error of 
the mean. R2: coefficient of determination.
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evaluated concentration (49 μL L− 1), while esters butyl hexanoate and 
ethyl butyrate were suppressed from the concentration of 78 μL L− 1, and 
ester butyl butanoate was suppressed at the highest concentration (126 
μL L− 1).

Both TTOs, whether extracted or commercial, contained terpinen-4- 
ol, 1,8-cineol, and α-terpineol regardless of concentration. γ-Terpinene 
was identified in fruit treated with 43 and 124 μL L− 1 of the laboratory- 
extracted TTO and 49 and 78 μL L− 1 of the commercial TTO. Although 
γ-terpinene, p-cymene, and α-terpineol had a low relative contribution 
(0.30 to 1.16 %) to the volatile profile, the compounds terpinen-4-ol 
(34.2 to 74.1 %) and 1,8-cineole (9.2 to 36.9 %), which are major 
components of TTO, showed a relatively high contribution to the aro
matic profile of apples treated with TTO (Table 1). These results show 
that the TTO application via volatilization changed the profile of volatile 
compounds that define the apple aroma, causing the presence of off- 

odors (TTO aroma) and inhibiting the characteristic aroma of ‘Fuji’ 
apples.

4. Discussion

4.1. Essential oil volatile compound profile

The differences found between this work and literature may be 
attributed to seasonal factors, climatic conditions, parts of the plant used 
for distillation, and the distillation method and temperature used in this 
process. Even in the same species, distinct intraspecific chemical vari
ations in leaf terpenes are seen in many plants of the Myrtaceae family, 
including Melaleuca alternifolia. Oliveira et al. (2020) noted that while 
the concentration of key volatile compounds in TTO can vary based on 
geographic location, terpinen-4-ol remains a consistent major volatile 

Fig. 3. Color attributes [lightness (L*) in the experiment with laboratory-extracted TTO and chroma (C) in the experiment with commercial TTO] in the less red 
region of ‘Fuji’ apples subjected to the application of laboratory-extracted TTO at doses of 0, 43, 85, and 124 μL L− 1 (A) and commercial TTO at doses of 0, 49, 78, 
and 126 μL L− 1 (B). Flesh firmness in ‘Fuji’ apples subjected to the application by vaporization for 24 h of laboratory-extracted TTO at doses of 0, 43, 85, and 124 μL 
L− 1 (C). Fruit was maintained under refrigerated storage for 30 days (0 ± 1 ◦C, 90 ± 5 % RH) followed by seven days at room temperature (23 ± 1 ◦C, 65 ± 5 % RH). 
Vertical bars correspond to the standard error of the mean. R2: coefficient of determination. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the 
reader is referred to the web version of this article.)
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compound known for its antimicrobial properties and contribution to 
TTO's antifungal activity across different plant sources. Keszei et al. 
(2010) identified distinct intraspecific variations in Melaleuca alternifolia 
plants and 6 chemotypes were identified. These chemotypes, dominated 
by compounds such as terpinen-4-ol, terpinolene, or 1,8-cineole, high
light the diversity within the species. Our work corroborates these 
findings, demonstrating that there are different chemotypes in the same 
species, with varying compounds and quantities. In our results, 1,8- 
cineole was present in higher quantities in the laboratory-extracted 
TTO (12.9 %) compared to commercial variant (1.3 %). Conversely, p- 
cymene had highest relative concentration in the commercial TTO (14.4 
%) compared to the extracted form (0.3 %), along with the other 
compounds.

4.2. Severity of rot

Regarding the spread of P. expansum in a study by Li et al. (2017), 
similar findings were reported, demonstrating a reduction in size lesions 
caused by P. expansum in cherries following treatment with TTO. The 
application of EOs through biofumigation has shown promising results 
in controlling blue mold in apples. A study by Buonsenso et al. (2023)
reported that the use of oregano and lemon essential oils significantly 
reduced blue mold in apples. Similarly, Schiavon et al. (2023) observed 
a reduction in gray mold growth in apples treated with thyme. Alves 
et al. (2022) reported a reduction in the severity of Botrytis cinerea in 
strawberries when treated with TTO at various doses: 23 % at a dose of 
100 μL L− 1, 41 % at 300 μL L− 1, and 45 % at 600 μL L− 1, compared to the 
control. This decrease in fungal growth is often associated with 
morphological changes and alterations in the hyphal structure of the 
pathogen. EOs application can cause changes in the integrity of the cell 
membrane (Neto et al., 2019).

Lipids are a universal component of all cell membranes, playing an 
important role in membrane stability, fluidity, and permeability (Heaton 

& Randall, 2011). Ergosterol, the main sterol present in filamentous 
fungi, is necessary for the normal growth and function of the pathogen's 
cell membrane, in addition to controlling membrane symmetry, fluidity, 
and integrity (Mota et al., 2012). Li et al. (2017) found that lipid and 
ergosterol levels in P. expansum were reduced by TTO. They also iden
tified that the hyphae of treated samples exhibited a loss of linearity, 
with a shrunken and distorted appearance, structural changes, broken 
plasma detached from the cell wall, plasmolysis, and damaged intra
cellular constituents. Tao et al. (2014) observed a decrease in total lipid 
levels and loss of intracellular material in P. italicum and P. digitatum 
when EO was applied, which suggests its cytotoxicity, interrupting 
membrane integrity and causing cell leakage.

Buonsenso et al. (2023) suggest that the varying antifungal effects of 
EOs in apples can be attributed to the complex components and struc
tures of the fruit host, interactions between P. expansum and the fruit 
microbiome, as well as the concentration of volatiles, storage tempera
ture, and method of application. The response of blue mold to an 
increment in TTO doses was similar between commercial and 
laboratory-extracted TTO, which may be related to the similar compo
sition of most of the predominant volatile compounds in the TTOs. This 
suggests that TTO may exert a cytotoxic effect on the pathogen, which 
may have affected the integrity of its membrane, its morphology, 
changes or even the structure of the hyphae. The main mode of anti
fungal activity of TTO against B. cinerea appears to be the destruction of 
its cell wall, but TTO also inhibits the tricarboxylic acid cycle, pyruvate 
metabolism, metabolism of amino acids, membrane-related pathways in 
mitochondria, and promotion of sphingolipid metabolism (Wang et al., 
2020; Xu et al., 2021).

4.3. Physicochemical analyses

Other studies have observed the effect of EOs from oregano, thyme, 
lemongrass, eucalyptus, and cloves on the reduction of ethylene 

Table 1 
Profile of volatile compounds in ‘Fuji’ apples subjected to the application by vaporization of laboratory-extracted essential oil of Melaleuca (TTO) at doses of 0, 43, 85, 
and 124 μL L− 1 and commercial TTO at doses of 0, 49, 78, and 126 μL L− 1. Fruit was maintained under refrigerated storage for 30 days (0 ± 1 ◦C, 90 ± 5 % RH) 
followed by seven days at room temperature (23 ± 1 ◦C, 65 ± 5 % RH).

Compound Relative area (%)

Laboratory-extracted TTO Commercial TTO

Control 43 μL L− 1 85 μL L− 1 124 μL L− 1 Control 49 μL L− 1 78 μL L− 1 126 μL L− 1

Alcohols
1-butanol 0.48 ± 0.05 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-methyl-1-butanol 1.42 ± 0.41 2.61 ± 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 5.23 ± 1.23 7.91 ± 0.75 15.52 ± 2.87 8.25 ± 0.83 5.04 ± 0.34 5.72 ± 1.24
2-hexenol 2.91 ± 0.47 1.48 ± 0.27 1.17 ± 0.13 1.20 ± 0.21 10.51 ± 1.35 2.48 ± 0.16 2.42 ± 0.13 1.88 ± 0.52

Aldehydes
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

Esters
2-methylhexyl butanoate 1.94 ± 0.10 1.42 ± 0.27 0.60 ± 0.17 1.14 ± 0.42 2.62 ± 0.28 1.48 ± 0.38 0.96 ± 0.30 0.46 ± 0.13
Butyl butanoate – – – – 1.31 ± 0.12 0.52 ± 0.18 0.42 ± 0.19 –
Propyl butanoate 1.81 ± 0.38 – – – 1.65 ± 0.24 – – –
Butyl hexanoate 0.60 ± 0.22 – – – 1.10 ± 0.08 0.35 ± 0.08 – –
Propyl hexanoate 0.23 ± 0.04 – – – 0.31 ± 0.01 – – –
2-methyl-butyl-2-methyl 

butyrate 0.58 ± 0.24 – – – 0.60 ± 0.15 – – –

Ethyl 2-methyl-butyrate 6.62 ± 1.35 – – – 5.28 ± 0.40 0.34 ± 0.02 – –
Methyl 2-methyl-butyrate 0.57 ± 0.05 – – – 0.49 ± 0.09 – – –

2-methyl butanoate 3.25 ± 0.38 1.71 ± 0.44 0.65 ± 0.18 1.04 ± 0.15 3.43 ± 0.17 1.40 ± 0.26 0.93 ± 0.43 0.40 ± 0.07
2-methylpropyl butyrate 2.62 ± 0.84 – – – 2.68 ± 0.19 0.31 ± 0.01 – –

Terpenes
Terpinen-4-ol – 34.22 ± 3.59 40.65 ± 13.71 60.87 ± 6.45 – 60.09 ± 4.21 53.47 ± 10.03 74.11 ± 2.95
1,8-cineole – 36.90 ± 1.97 37.76 ± 6.57 17.94 ± 2.15 – 9.19 ± 0.57 17.82 ± 3.31 18.81 ± 0.81
α-terpineol – 0.75 ± 0.15 0.89 ± 0.62 0.94 ± 0.36 – 1.16 ± 0.10 0.98 ± 0.45 0.80 ± 0.12
γ-terpinene – 0.52 ± 0.08 – 0.40 ± 0.11 – 0.30 ± 0.04 0.33 ± 0.10 –
p-cymene – – – 0.56 ± 0.02 – 0.64 ± 0.01 0.94 ± 0.04 –

National Library of Medicine. (2020). PubChem Compound Summary. Retrieved from https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/. Accessed October 2020.
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production in other fruits (Pérez-Alfonso et al., 2012; Jhalegar et al., 
2015). EO compounds affect ethylene synthesis regulation through 
several mechanisms, varying according to their chemical composition 
and concentration (Rabbany & Mizutani, 1996). However, this effect has 
been associated with a reduction in the 1-aminocyclopropane-1-carbox
ylic acid (ACC) content due to the inhibition of the ACC synthase 
enzyme, mediated by EO (Navarro-Martínez et al., 2021). This can result 
in a decrease in the ethylene production rate, as seen with the applica
tion of commercial TTO. In relation to the extracted TTO, there may 
have been interference from specific compounds within this essential oil 
or perhaps potential phytotoxicity, which could have prevented a 
reduction in the ethylene production rate at high doses of the EO.

The reduction in respiratory rate followed a similar pattern with the 
application of both EOs, which may be attributed to the EOs' effect of 
reducing the metabolic rate of the fruits, combined with storage con
ditions and the set of factors. Fakhar et al. (2014) observed that the 
application of Ocimum basilicum EO led to decreased respiration in 
plums. Shehata et al. (2020) verified the reduction of respiration in 
strawberries with EOs of lemon, orange, and tangerine. Nikkhah and 
Hashemi (2020) identified that an EO mixture of thyme, cinnamon, and 
rosemary, or just thyme and cinnamon, also reduced the respiratory rate 
of in Ziziphus jujuba Mill. fruit during the storage period.

Wang (2003) observed that raspberries subjected to TTO treatment 
showed a reduction in L* values. Similarly, Serrano et al. (2005) iden
tified a decrease in C values in cherries treated with eugenol, eucalyptol, 
thymol, and menthol. However, the reduction in the C value was faster 
when using eucalyptol. The results observed by Wang (2003) and 
Serrano et al. (2005), as well as those of the present study, indicate that 
EOs can interfere in the color attributes of the fruit, depending on the EO 
used, suggesting either the influence of some specific compound in this 
process or the concentration of EO applied.

A study using a metal-organic structure of cyclodextrin loaded with 
terpinen-4-ol for controlling gray mold in strawberries found that 
treated fruits exhibited a more attractive color compared to the control 
(Yu et al., 2024).

Flesh firmness is one of the main attributes that determine fruit 
quality, storage capacity, and shelf life (Castillo et al., 2014; Sun et al., 
2014). Shehata et al. (2020) observed that tangerine EO better main
tained flesh firmness in strawberries compared to the control, while EOs 
of lemon and orange had intermediate results. The difference in results 
of the EO effect on flesh firmness found in the literature and the present 
study may be related to both the composition of the different EOs and 
the concentration of specific compounds. Buonsenso et al. (2023)
observed a decrease in the firmness of apple fruits following the appli
cation of oregano and lemon essential oils. Conversely, Schiavon et al. 
(2023) noted an increase in the firmness of apples treated with thyme 
essential oil. These findings highlight the diverse effects of essential oils 
on fruit firmness, suggesting that the impact varies depending on the 
specific type of essential oil used and its interaction with the fruit sub
strate. Additionally, research has shown that essential oils can influence 
various quality characteristics of apples during storage, with treatments 
leading to changes in firmness, TA, and SS content, indicating a complex 
interplay between essential oils and fruit physiology (Shirzadeh & 
Kazemi, 2012; Schiavon et al., 2023).

The difference between laboratory-extracted and commercial TTO in 
terms of flesh firmness observed in the present study may be related to 
the higher relative concentration of 1,8-cineole in the laboratory- 
extracted TTO. This compound has highly toxic properties at elevated 
concentrations, which can lead to loss of firmness in fruits treated with 
extracted TTO. Furthermore, 1,8-cineole is recognized as one of the 
monoterpenes with the highest phytotoxic action (Abd-ElGawad et al., 
2021). Buonsenso et al. (2023) attributed the reduction in firmness to 
the release and activity of pectinolytic enzymes.

In contrast, Yu et al. (2024) used a metal-organic structure of 
cyclodextrin loaded with terpinen-4-ol for controlling gray mold in 
strawberries, resulting in greater fruit firmness compared to the control. 

Buonsenso et al. (2023) also reported a reduction in TA and an increase 
in SS content in apples treated with EOs.

4.4. Volatile compounds of fruits

Some studies have suggested that most essential oils do not leave off- 
flavors or off-odors in fruit when applied at minimal inhibitory con
centrations, especially in stored fruit (Taghavi et al., 2018). For 
example, Aloui et al. (2014) reported the absence of off-flavors and off- 
odors in dates treated with EO of citrus. Similarly, cherries treated with 
eugenol, thymol, or menthol showed no contamination with off-odors 
and off-flavors, but the presence of off-odors was observed in the fruit 
when 1,8-cineole, one of the major compounds of TTO, was applied 
(Serrano et al., 2005). EOs of thymol and carvacrol incorporated in wax 
did not influence the odor or flavor of lime juice. Although the EO aroma 
was identified immediately after the treatments were applied, it dis
appeared after a few days of storage (Castillo et al., 2014). Fruit 
contamination by volatiles from EO likely depends on factors such as the 
type of EO, dosage, exposure time, mode of application, species, and 
cultivars (Taghavi et al., 2018).

The aromas identified in ‘Fuji’ apples and the inhibition of the fruit's 
characteristic aromas are probably linked to the chemical composition 
of the TTO and method of application. Regardless of the dose applied, 
the fruits presented an aroma characteristic of the EO. Jiang et al. (2021)
identified that the formation of the infusion complex (IC) resulted in 
greater thermal release stability of TTO, allowing for sustained release of 
TTO and stability during storage, while preserving antifungal activity 
against Monilinia fructicola. These characteristics make the use of TTO to 
control brown rot in peaches much more practical for large-scale use and 
can be a solution to undesirable aromas in fruits.

5. Conclusions

The application of TTO by vaporization in postharvest treatment 
effectively reduced the development of rot caused by P. expansum, with a 
higher effect at concentrations of 99 μL L− 1 for the laboratory-extracted 
TTO and 115 μL L− 1 for the commercial TTO. However, TTO application 
caused unwanted changes in fruit quality attributes. Specifically, 
laboratory-extracted TTO reduced flesh firmness, while both laboratory- 
extracted and commercial TTO altered the aroma of ‘Fuji’ apples during 
refrigerated storage.

Differences were found between the essential oils used, where the 
relative concentrations of their compounds were higher in the extracted 
essential oil, which may have contributed to the observed variations in 
quality attributes.

Further studies must be carried out to evaluate other modes of 
application and dosages of TTO to maintain its positive effect on the 
control of blue mold without interfering with the quality attributes of 
fruit, especially the aroma of the ‘Fuji’ apple.
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