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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de 6xido nitrico (NO)
em AC, em diferentes doses e momentos do armazenamento, sobre a qualidade
de magas ‘Baigent’, na safra de 2020/2021. Os tratamentos avaliados foram: Tz
— Atmosfera controlada (AC), T2 — AC + NO na dose 10 pL L aplicado no inicio
do armazenamento, Tz — AC + NO com aplicaces de 1 pL L a cada 30 dias),
T4 — AC + NO com aplicacées de 2 pyL L a cada 30 dias, Ts- AC + NO com
aplicacdes de 5 uL L a cada 30 dias e Te— AC + NO na dose de 5 pL L* aplicado
no inicio e ao final do armazenamento. A condicdo de AC, em todos os
tratamentos, foi 1,2 kPa 0O,+2,0 kPa CO,, 1,5+0,2 °C/UR de 94+2% e
armazenados por 8 meses. Foram avaliadas as variaveis taxas respiratorias e
de producgéo de etileno, cor de fundo da casca, firmeza de polpa (FP), acidez
titulavel (AT), solidos soluveis (SS), incidéncia de podriddes, polpa farinacea,
compostos fendlicos totais (CFT), atividade das enzimas superéxido dismutase
(SOD), peroxidase (POD) e conteudo de peroxido de hidrogénio. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05). Os tratamentos com NO reduziram a producao de etileno e, na
saida da camara, os tratamentos NO com aplicacées de 5 pL L* a cada 30 dias
e NO na dose de 5 pL L aplicado no inicio e ao final do armazenamento,
reduziram a taxa respiratoria. A maior incidéncia de podriddes externas, na saida
da camara, ocorreu no controle e no tratamento NO na dose de 5 puL Lt com
aplicacfes a cada 30 dias. Em relacdo a cor da epiderme, a aplicacdo de NO,
independe da dose e momento de aplicacdo, manteve a coloracdo da epiderme
menos amarelada e reduziu a incidéncia de podriddes interna e de polpa
farindcea. O SS apresentou maiores valores nos frutos dos tratamentos controle
e com NO na dose de 2 uL L* aplicado a cada 30 dias. A AT apresentou menor
valor nos frutos dos tratamentos controle e com NO na dose de 1 e 2 pL L?
aplicado a cada 30 dias. A FP nao apresentou diferenca entre tratamentos. O
tratamento NO na dose de 5 pL L* aplicado no inicio e ao final do
armazenamento, apresentou os maiores valores de CFT. A atividade enzimatica
da SOD na polpa foi mais elevada nos frutos do tratamento controle, seguido dos
tratamentos NO na dose de 10 pL L aplicado no inicio do armazenamento e 2
uL L aplicado a cada 30 dias. A enzima POD, apresentou maior atividade em
frutos do tratamento NO na dose de 10 pL L' aplicado no inicio do
armazenamento e 2 puL Lt de NO aplicado a cada 30 dias. O contelGdo de
perdxido de hidrogénio apresentou maior valor nos frutos do tratamento controle.
As aplicacdes de NO apresentaram efeitos positivos em manter melhor
qualidade das magas ‘Baigent’.

Palavras-chave: Brookfield®; estresse oxidativo; compostos fendlicos;
atividade enzimatica.



Controlled atmosphere with nitric oxide in the storage of 'Baigent’

apples

The objective of this work was to evaluate the effect of nitric oxide (NO)
application in CA, at different doses and storage times, on the quality of 'Baigent’
apples in the 2020/2021 harvest. The treatments evaluated were: T1 — Controlled
atmosphere (CA), T2 — CA + NO at a dose of 10 pL L* applied at the beginning
of storage, Tz — CA + NO with applications of 1 uL L every 30 days), T4 — AC +
NO with applications of 2 uL L every 30 days, Ts- AC + NO with applications of
5 pL Lt every 30 days and Te — AC + NO at a dose of 5 uL L* applied at the
beginning and end of storage. The AC condition, in all treatments, was 1.2 kPa
02+2.0 kPa COg2, 1.5£0.2 °C/RH of 94+2% and stored for 8 months. Variables
were evaluated respiratory rates and ethylene production, skin background color,
flesh firmness (FP), titratable acidity (AT), soluble solids (SS), incidence of rot,
farinaceous pulp, total phenolic compounds (CFT), activity of the enzymes
superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and hydrogen peroxide content.
The data were submitted to analysis of variance and the means compared by
Scott-Knott test (p<0.05). The treatments with NO reduced the production of
ethylene and, at the exit of the chamber, the treatments NO with applications of
5 uL Lt every 30 days and NO in the dose of 5 pL L applied at the beginning
and the end of the storage, reduced respiratory rate. The highest incidence of
external rot, at the exit of the chamber, occurred in the control and the NO
treatment at a dose of 5 uL Lt with applications every 30 days. Regarding the
color of the epidermis, the application of NO, regardless of the dose and time of
application, kept the color of the epidermis less yellow and reduced the incidence
of internal rot and farinaceous pulp. The SS showed higher values in the fruits of
the control treatments and with NO at the dose of 2 uL L applied every 30 days.
The AT showed lower value in the fruits of the control treatments and with NO at,
the dose of 1 and 2 pL L applied every 30 days. The PF showed no difference
between treatments. The NO treatment at a dose of 5 pL L applied at the
beginning and the end of storage, showed the highest CFT values. The enzymatic
activity of SOD in the pulp was higher in the fruits of the control treatment,
followed by the NO treatments at a dose of 10 pL L applied at the beginning of
storage and 2 pL L™ applied every 30 days. The POD enzyme showed higher



activity in fruits of the NO treatment at the dose of 10 uL L* applied at the
beginning of storage and 2 pL L of NO applied every 30 days. The hydrogen
peroxide content showed the highest value in the fruits of the control treatment.
Applications of NO had positive effects in maintaining better quality of 'Baigent’

apples.

Key words: Brookfield®; oxidative stress; phenolic compounds; enzymatic

activity.
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1. INTRODUCAO

A maca é um dos frutos mais consumidos do mundo, perdendo apenas
para a banana, citrus e uva (FURLAN et al, 2010). No ano de 2018, a producéo
total de macéas no mundo foi de aproximadamente 86 milhdes de toneladas e o
Brasil teve uma producdo de aproximadamente 1,2 milhdes de toneladas
(FAOSTAT, 2020).

Para colher uma macd de qualidade, exige tempo, habilidade e
investimentos e por ter um grande volume de producdo de maca num curto
periodo, é necessario um apropriado armazenamento para que essas macas
sejam entregues ao consumidor com uma boa qualidade (GIRARDI et al, 2004;
SOARDI, 2019).

Existem varias formas para armazenar macas, contudo atualmente o
principal utilizado € a atmosfera controlada (AC). A AC tem como objetivo o
armazenamento dos frutos por um longo periodo, podendo se estender de 7 a
10 meses, por meio da reducédo das pressdes parciais de oxigénio (O,) e/ou
aumento das pressoes parciais de gas carboénico (CO,), reducéo da temperatura
(préximas a 0°C) e manutencdo de uma alta umidade relativa (> 90%) nas
camaras para assim prolongar a vida pos-colheita dos frutos (ARGENTA, 2002;
GIRARDI et al, 2004; BRACKMANN et al, 2005; SOARDI, 2019).

Na AC podem ocorrer grandes perdas se o0 manejo ndo for adequado. Por
esse motivo, vem sendo utilizadas tecnologias complementares que reduzem a
sintese e/ou a acdo do etileno e promovam outras alteracdes fisioldgicas que
beneficiem os frutos durante o armazenamento em AC. Com o intuito de
aumentar a duracdo do armazenamento e melhorar o controle do
amadurecimento e senescéncia dos frutos, novas tecnologias foram
desenvolvidas, como por exemplo, AC associada com a aplicagao de 1-
metilciclopropeno (AC+1-MCP), AC com ultrabaixo oxigénio (AC-ULO), AC com
extremamente baixo oxigénio (AC-ELO) e AC dinamica (ACD) (MDITSHWA et
al., 2018).

A AC+1-MCP, AC-ULO e AC-ELO, embora tenham proporcionado
resultados positivos na manutencdo da qualidade de algumas cultivares de
macas (FERNANDES, 2020), podem causar maior risco de ocorréncia de

alteracbes ndo desejaveis nos frutos, como a manifestacdo de distarbios
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fisiolégicos internos, formacao de sabor alcodlico nos frutos e a reducéo de
aroma (MDITSHWA et al., 2018; FERNADES, 2020).

O 6xido nitrico (NO) é uma espécie reativa de nitrogénio, naturalmente
produzida em células vivas, estando envolvida na regulacdo de diversos
processos durante o desenvolvimento vegetal (MANJUNATHA et al., 2010). A
aplicacdo exdgena de NO, em baixa concentracdes, retarda o processo de
amadurecimento. Sua ag¢ao sobre o amadurecimento e senescéncia pode ser
atribuida, ao menos em parte, pela reducdo na sintese de etileno através da
inibicdo das enzimas 1-aminociclopropano 1-acido carboxilico sintase (ACC
sintase) e l-aminociclopropano 1-acido carboxilico oxidase (ACC oxidase)
(MANJUNATHA et al., 2012). O NO também possivelmente exerce a funcao de
protecdo da célula, através da reacdo que ocorre nos radicais lipidicos,
eliminacdo de anions O2- (superoxido) e de ONOO- (peroxinitrito), ativacao de
enzimas antioxidantes que atuam como regulador positivo das principais
enzimas envolvidas no metabolismo das ERO's (Espécies Reativas de
Oxigénio), como a catalase (CAT), peroxidase (POD), superdxido dismutase
(SOD) e a supresséao da lipoxigenase (LOX), podendo prevenir a manifestacao
de distarbios fisioldgicos. Além disso o NO inibe a expressdo de genes
envolvidos na rota biossintética do etileno (FERRANTE, 2006; ZHU et al., 2006;
LIU, etal., 2007; FRANCISCO et al., 2008; ZHU et al., 2008; HAYAT et al., 2010;
MANJUNATHA et al., 2010; SIS et al., 2012; SOARDI, 2019).

J& existem varios trabalhos realizados sobre a aplicacao de 6xido nitrico
em diferentes culturas, onde conclui-se que o NO diminuiu a producao de etileno
(SOZZI et al, 2003; CHENG et al, 2009; BRACKMANN et al, 2017) e aumentou
a firmeza de polpa (SOZZI et al, 2003; HENDGES et al, 2016). SOZZI et al.
(2003) relataram que a dose de NO 10 pL L diminuiu a producéo de etileno e
manteve uma melhor firmeza de polpa em relacdo a testemunha em pera
‘Bartlett’. Contudo, todos estes trabalhos avaliaram o efeito da aplicacdo de NO
no inicio do armazenamento dos frutos, os quais foram armazenados em
ambiente refrigerado. O efeito da associacdo do NO com a AC e sua repetida
aplicacdo ao longo do armazenamento de macds é pouco conhecido. E
importante ressaltar que a aplicacéo de NO deve ser realizada em ambiente com
baixo O2 para evitar a reacdo do NO com Oz, formando NOz2, e assim garantir a

sua efetividade (LIU et al, 2016). Portanto, as condi¢cdes de AC utilizadas no
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armazenamento de macad é um ambiente adequado para a aplicacdo e
reaplicagéo do NO e pode potencializar a conservac¢ao da qualidade dos frutos
no armazenamento prolongado. Contudo, este efeito do NO € dependente da
sua concentracdo e da espécie de fruto (MANJUNATHA et al., 2010).

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho foi de avaliar o efeito da aplicacdo de Oxido
nitrico (NO) em atmosfera controlada (AC), em diferentes doses e momentos do

armazenamento, sobre a qualidade de macas ‘Baigent’.

1.1.1 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da aplicacdo do NO em AC sobre a manutencdo da
qualidade sensorial de macgas ‘Baigent’;

Avaliar o efeito da aplicacdo do NO em AC sobre o conteildo de compostos
fendlicos totais em macéas ‘Baigent’;

Avaliar o efeito da aplicacdo do NO em AC sobre as taxas respiratéria e
de produgao de etileno em macas ‘Baigent’;

Avaliar o efeito da aplicagdo do NO em AC sobre as incidéncias de
podriddes e de disturbios fisiolégicos em magas ‘Baigent’;

Avaliar se a reaplicacdo de NO durante o armazenamento em AC pode
melhorar a manutengdo da qualidade de macgas ‘Baigent’ apdés o

armazenamento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DA MACA

A macieira (Malus domestica Bork) tem como centro de origem a regiao
do Caucaso, que fica na Asia entre os mares Negro e Caspio. Existem cerca de
7 mil variedades de macieira, mas apenas 40 tem importancia econdémica
(BLEICHER, 2002).

Atualmente, a macieira € uma das fruteiras mais consumidas do mundo.
No Brasil, a producdo de maca se concentra basicamente em trés estados,
Parana (2,6%), na regido de Palmas, Rio Grande do Sul (44,8%), na regido de
Vacaria, e Santa Catarina (52,6%), nas regides de Sao Joaquim e Fraiburgo
(BONETI et al., 2002; PETRI et al., 2016; KRETZSCHMAR & RUFATO 2020).
As cultivares Gala e Fuji representam em torno de 56% e 39% da producéo,
respectivamente, sendo que em S&o Joaquim as macds do grupo Fuji
representam cerca de 60% da producéao e 40% do grupo Gala (KRETZSCHMAR
& RUFATO 2020). Ambas séo cultivares internacionalmente bem-conceituadas,
gue abastecem o mercado interno e externo, com elevado padrédo de qualidade,
coloracdo e sabor (FIORAVANCO et al., 2011; PETRI, et al., 2016; SOARDI,
2019).

Na cultivar Gala existem varios tipos de clones originados por mutacfes
somaticas, dentre eles a Royal Gala’, ‘Imperial Gala’, ‘Gala Real’, ‘Mondial Gala’,
‘Galaxy’, ‘Maxi Gala’ e ‘Baigent’ (CAMILO & DENARDI, 2006; FIORAVANCO et
al., 2010; FIORAVANCO et al., 2013).

2.2 ‘BAIGENT’

A cultivar de maga Baigent ou Brookfield® (Figura 1) foi originada através
de uma mutacdo espontanea da cultivar Royal Gala descoberta por Paul
Brookfield, em Hawkes Bay, Nova Zelandia, em 1994. Essa mutacdo origina
frutos completamente vermelhos, com estrias vermelho-escuras (Figura 2). O
fruto possui um formato oblongo-cénico uniforme com um peso médio em torno
de 136 g em porta-enxerto M-9 e 121 g em porta-enxerto Maruba/M-9
(FIORAVANCO et al., 2010; FIORAVANCO et al., 2013).

Figura 1: Plantas da cultivar Brookfield®
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Fonte: FIORAVANCO et al., 2013

Figura 2: Frutos da cultivar Brookfield®

Fonte: FIORAVANCO et al., 2013

2.3 ARMAZENAMENTO

Macds da cultivar Gala e seus clones apresentam relativamente um bom
potencial de armazenamento em AC, 0 que se faz necessario para aumentar a
disponibilidade dos frutos ao longo do ano. No Brasil, a capacidade estética de
armazenagem em atmosfera convencional e controlada é de aproximadamente
705 mil toneladas (PETRI, et al., 2016).

Na AC de macas do grupo Gala, as pressodes parciais de O2 e CO2 sao
reduzidas préximas ou inferiores a 1 e 2 kPa, respectivamente, mantendo uma
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alta umidade relativa e temperaturas proximas a 0°C. Isso vai levar a um
aumento do periodo de armazenamento, se estendendo de 7 a 10 meses, que
varia de acordo com a cultivar e do estadio de maturacéo. Esse prolongamento
do armazenamento é devido que essas baixas concentracdes de Oz e COz, vai
reduzir as producdes de etileno e as taxas respiratérias devido ao baixo
metabolismo dos frutos, prevenindo o amadurecimento do fruto durante o
armazenamento. Esse menor metabolismo dos frutos é devido as baixas
concentracbes de Oz, que reduz a atividade da oxidase do &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), que € a enzima responsavel pela
sintese do etileno, e enquanto que a alta taxa de CO:2 (2kPa) reduz a atividade
da sintese do ACC e promove a atividade da oxidase do ACC. Além disso, essas
baixas concentragbes de CO2, atuam reduzindo a atividade de enzimas
responsaveis pela degradacéo de acidos tricarboxilicos e consequentemente vai
gerar um menor metabolismo do fruto, devido a menores producgdes de energia
gue seria utilizado na respiragcdo (ARGENTA, 2002; SOARDI, 2019).

A AC com baixo Oz, proporciona potencial limitado de armazenamento de
macas, ja a AC-ULO e AC-ELO propiciam maior potencial de armazenamento,
porém maior risco de ocorréncia de disturbios fisiolégicos e de sabor alcodlico,
podendo, dependendo do ano, do estadio de maturacao e outros fatores, causar
enormes perdas dos frutos armazenados. Esses problemas podem ser
agravados com combinacgéo de AC-ULO e AC-ELO com o 1-MCP (MDITSHWA
et al., 2018).

A ACD apresenta um sistema mais seguro de armazenamento prolongado
para as macas do grupo ‘Gala’ por possuir uma capacidade de monitorar o
estresse causado pela reducédo do Oz, manejando a pressao parcial do gas de
forma a minimizar as reacfes de fermentacdo. Porém, esse sistema apresenta
um alto custo de implantacdo e ndo permite o aproveitamento da estrutura de
armazenamento existente (MDITSHWA et al., 2018).

Existem varios compostos que podem interferir nas enzimas responsaveis
pela sintese do etileno, através do uso de produtos como o 1-MCP (inibidor da
acao do etileno), etanol (suprime a inducéo da expressao de genes de resposta
ao etileno) e do 6xido nitrico, que inibe a biossintese de etileno (ARGENTA,
2002; SOARDI, 2019).
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2.4  OXIDO NITRICO

O 6xido nitrico (NO) € uma espécie reativa de nitrogénio que é produzida
naturalmente pelas plantas. Existem varias evidéncias que comprovam que 0
NO possui propriedades antisenescéncia. Além disso, existe uma relacao entre
estadio de maturacdo e conteudo interno de NO nos frutos, sendo que frutos
verdes possuem altas concentracdes de NO e baixas concentragdes de etileno,
ou seja, 0 oxido nitrico possui uma inversa correlagdo com o etileno (LESHEM
et al., 1998; LESHEM, 2000; LESHEM et al., 2000; SIS et al., 2012).

Alguns estudos sobre o NO, indicam que ele atua como regulador das
principais enzimas envolvidas no metabolismo das ERO’s como a catalase
(CAT), peroxidase (POD) e superédxido dismutase (SOD), através da inibicdo da
biossintese de etileno (FERRANTE, 2006; FRANCISCO et al., 2008; ZHU et al.,
2008; MANJUNATHA et al., 2010; SIS et al., 2012; SOARDI, 2019).

O NO interfere de varias maneiras na biossintese de etileno (Figura 3). Os
efeitos diretos do NO sobre a sintese de etileno sdo descritos a seguir: 0 NO
atua como um regulador negativo de 6 genes envolvidos no amadurecimento e
senescéncia do fruto, fazendo com que o fruto perca a sensibilidade ao etileno
(MANJUNATHA et al., 2010; LAl et al., 2011; ZUCCARELLI et al., 2020); o NO
faz com que ocorra uma nitrozilagdo-S da MAT (metionina adenosiltransferase)
e ele acaba inibindo a hidrogenacdo do etanol (C,Hs) (MANJUNATHA et al.,
2010); com a inibicdo da biossintese de etileno, vai ocorrer um aumento da
concentracdo de ACC, fazendo com que isso gere uma reducéo estequiométrica
da ACC para MACC (1-malonilaminociclopropano-1-carboxilico); e outro efeito
direto do NO sobre a biossintese do etileno é através de um mecanismo onde o
NO se liga a ACC oxidase para formar um complexo binario ACC oxidase-NO,
qgue é quelado pelo ACC para produzir um complexo ternario estavel ACC-ACC
oxidase-NO, levando a uma diminuicao na producéo de etileno (ZHU et al., 2006;
MANJUNATHA et al., 2010; KANG et al., 2015).

Figura 3: Mecanismos pelos quais o NO possivelmente antagoniza o etileno,

causando inibicdo do amadurecimento.
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Fonte: MANJUNATHA et al., 2010.

Além desses efeitos diretos na inibicdo do etileno, o NO também atua de
forma indireta na inibicdo da biossintese de etileno, através do efeito sinérgico
do NO com o acido salicilico (AS), poliaminas (PA) e com as citocininas. O AS
atua juntamente com o NO através da fosforilagdo de proteinas e do influxo de
calcio na membrana, fazendo com que o AS iniba a ACC oxidase. As PA e a
citocininas também apresentam um efeito sinérgico com o NO, porém o
mecanismo de como isso ocorre ndo é conhecido. As PA acabam atuando na
inibicdo da ACC sintase, fazendo com que ocorra uma maior competicdo de ACC
sintase entre a biossintese de etileno e com o substrato produzido do ciclo de
Yang, a SAM (S-adenosyl methionine) (MANJUNATHA et al., 2010).

Existem varios trabalhos realizados sobre NO, onde o0s autores
perceberam que o NO diminuiu a producédo de etileno em morango (ZHU &
ZHOU., 2007), kiwi (ZHU et al., 2010), banana (CHENG et al., 2009), ameixa
(SINGH et al., 2009), péssego (ZHU et al., 2006; HAN et al., 2018), nectarina
(JAYARAJAN e SHARMA, 2018), manga (TRAN et al., 2015; ZAHARAH et al.,
2011), pera (SOZZI et al, 2003; LIU et al., 2011), tomate (LAI et al., 2011;
ZUCCARELLI et al., 2020) e em maca (RUDELL & MATTHEIS, 2006;



20

BRACKMANN et al., 2017). Alguns trabalhos também demonstram diminui¢cao
das taxas respiratoria dos frutos (SOZZI et al., 2003; ZHU & ZHOU 2007;
CHENG et al., 2009; SINGH et al., 2009; ZAHARAH et al., 2011; TRAN et al.,
2015; BRACKMANN et al., 2017).

O NO também atua mantendo uma melhor firmeza de polpa (SOZZI et al.,
2003; ZHU et al., 2010; SINGH et al., 2009; LIU et al., 2011; ZAHARAH et al.,
2011; SUN et al., 2011; WANG et al., 2013; TRAN et al., 2015; HENDGES et
al., 2016; HAN et al.,, 2018; JAYARAJAN e SHARMA, 2018), reduzindo a
coloracdo amarelada dos frutos (CHENG et al., 2009; ZAHARAH et al., 2011;
TRAN et al., 2015) ou a coloragéao vermelha de ameixa e tomate (SINGH et al.,
2009; LAl et al., 2011; ZUCCARELLI et al., 2020).
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3. MATERIAL E METODOS

Os frutos utilizados foram colhidos na safra 2020/2021, provenientes de
um pomar comercial localizado no municipio de Vacaria (coordenadas
geograficas: Latitude: 28° 30' 39" sul, Longitude: 50° 55'47" oeste), RS. Apds a
colheita os frutos foram transportados ao Laboratorio de Fisiologia e Tecnologia
Pés-colheita do CAV/UDESC para o preparo das amostras e realizacdo das
andlises iniciais.

Nessas andlises iniciais esses frutos apresentaram as seguintes
caracteristicas. Cor de fundo da epiderme de macéas de 76,0 (Luminosidade),
39,6 (Cromo) e 100,4 (h°); firmeza de polpa de 80,4 N; teor de sélidos soluveis
de 12,1 (°Brix) e uma acidez titulavel de 0,378 (% de acido malico).

Os tratamentos avaliados foram: T1 — Atmosfera controlada (AC), T2 — AC
+ NO na dose 10 pL L aplicado no inicio do armazenamento, T3 — AC + NO com
aplicagbes de 1 pL Lt a cada 30 dias, T4 — AC + NO com aplicagdes de 2 pL L*
a cada 30 dias, Ts- AC + NO com aplicagbes de 5 uL L't a cada 30 dias e Te —
AC + NO na dose de 5 pL L aplicado no inicio e ao final do armazenamento.
Cada tratamento foi constituido por quatro repeticbes e unidade experimental
constituida de 25 frutos. A condi¢do de AC utilizada foi de 1,2 kPa O, + 2,0 kPa
CO,, temperatura de 1,5£0,2 °C e UR de 94+2%. Os frutos foram armazenados
em AC por um periodo de aproximadamente 8 meses (224 dias) (Figura 4). Na
saida da camara, os frutos foram avaliados quanto as variaveis taxas
respiratérias e de producdo de etileno, cor da epiderme, incidéncia de podriddes,
rachadura e frutos murchos. Apds mais sete dias em condicdes ambiente (20°C),
os frutos foram avaliados quanto as mesmas variaveis da saida da camara além
da firmeza de polpa, acidez titulavel, sdlidos soluveis, polpa farinacea,
degenerescéncia da polpa, compostos fendlicos totais, contetdo de peréxido de
hidrogénio e atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e peroxidase
(POD).

Figura 4. Armazenamento dos frutos
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021

As aplicacbes de NO ocorreram apos instalada a atmosfera controlada.
Para realizar a/as aplicagbes de NO, foi utilizado uma seringa hipodérmica de
vidro de 100ml e um cilindro de 6xido nitrico.

As metodologias das variaveis analisadas estdo descritas a seguir.

3.1 INCIDENCIA DE PODRIDOES

A incidéncia de podriddes foi avaliada na saida da camara e apds mais 7
dias em prateleira.

Foi realizado apds mais 7 dias em prateleira, a incidéncia de frutos com
podriddo interna. Para caracterizar uma podriddo interna, esses frutos foram
cortados horizontalmente e se em volta do endocarpo estivesse com podridao
era caracterizado como uma podridao interna (Figura 5). Essa podriddo se

iniciava no endocarpo e se espalhava para o restante do fruto.

Figura 5: Podriddo e podridao interna dos frutos
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Fontes: Elaborado pelo autor (imagem esquerda) e google imagem (imagem direita), 2021
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3.2 DISTURBIOS FISIOLOGICOS

Foi avaliado a incidéncia de frutos rachados, polpa farindcea e
escurecimento de polpa.

Para fazer a incidéncia de escurecimento de polpa e polpa farinacea, os
frutos foram cortados horizontalmente. Se na polpa do fruto estivesse escura,
era caracterizado como escurecimento de polpa. Para polpa farinacea, era pego
o fruto cortado e era feito compressdo manual para ver se saia agua. Se nao
saisse agua ou se saisse bem pouca agua, era caracterizado como polpa

farinacea.

Figura 6: Frutos rachados e escurecimento de polpa

Fontes: Elaborado pelo autor (imagem esquerda) e google imagem (imagem direita), 2021

3.3 COR DA EPIDERME

Foi avaliada a cor de fundo dos frutos, com auxilio de um colorimetro
(Konica Minolta, Téquio, Japéo) (Figura 7), em termos de valores de ‘L’

(Luminosidade), croma (C) e angulo ‘hue’ (h°).

Figura 7: Analise de cor de fundo da epiderme de macas
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Fonte: elaborado pelo autor, 2021

3.4  TAXAS RESPIRATORIA E DE PRODUCAO DE ETILENO

As taxas respiratorias (nmol de CO, kg* s?) e de producéo de etileno
(nmol C,H, kgt s?) foram quantificadas por meio de analisador eletronico de
gases e cromatografia gasosa, respectivamente, a cada dois dias ap0s a retirada
dos frutos das camaras por um periodo de 7 dias. Os frutos foram
acondicionados em recipientes plasticos de capacidade de 4,1L, com
fechamento hermético (Figura 8). A taxa respiratoria e producdo de etileno,
respectivamente, foram obtidas pela diferenca de concentragédo de CO, e C,H,
no interior do recipiente apds o fechamento. Para a taxa respirat6ria, o ar contido
no ‘head space’ dos recipientes foi circulado, em sistema fechado, por um
analisador eletronico de gases (O, e CO,). Para a taxa de producéo de etileno,
com uma seringa plastica de capacidade de 1 mL, foram coletadas 3 amostras
da atmosfera do espaco livre destes recipientes. As amostras coletadas foram
injetadas em um cromatégrafo gasoso, marca PerkinElmer®, modelo Clarus 580
(Norwalk, EUA), equipado com uma coluna Porapak N® de 3 m de comprimento
(80-100 mesh) e detector de ionizacdo de chama. Os gases utilizados foram
nitrogénio (arraste), hidrogénio e ar sintético, com fluxo de 70, 45 e 450 mL min-
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L, respectivamente. A temperatura da coluna foi de 70 °C, do detector de 250 °C

e do injetor 130 °C.

Figura 8: Recipientes utilizados nas taxas respiratorias e de producao de
etileno

Fonte: elaborado pelo autor, 2021

3.5 FIRMEZA DE POLPA

A firmeza de polpa foi quantificada com o auxilio de um penetrémetro
eletronico (Figura 9) com ponteira de 11 mm (Guss Manufacturing Ltd., Cidade
do Cabo, Africa do Sul) em duas regides opostas dos frutos, na porgéo

equatorial, apos a retirada de uma fina camada da epiderme.

Figura 9: Penetrdmetro eletronico

Fonte: elaborado pelo autor, 2021
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3.6 ACIDEZ TITULAVEL

Os valores de AT foram obtidos atraves de uma amostra de 5 mL de suco,
obtido pelo processamento dos frutos em uma centrifuga. Essa amostra foi
diluida em 45 mL de agua destilada e titulada com solucéo de NaOH (0,1 N) até
pH 8,0. Para titulacdo das amostras foi utilizado um titulador automatico

(Radiometer Analytical). Os resultados foram expressos em % de &cido malico.

3.7 TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS

O contetdo de sélidos soluveis foi determinado com auxilio de um
refratdmetro digital modelo PR201a (Atago®, Toéquio, Japdo) (Figura 10),
utilizando uma aliquota de suco das frutas, os resultados foram expressos em

OBrix.

Figura 10: Refratbmetro digital modelo PR201

Fonte: elaborado pelo autor, 2021

3.8 COMPOSTOS FENOLICOS

De cada fruto foram retiradas amostras para as analises de compostos
funcionais, as quais foram armazenadas e suas respectivas analises realizadas
posteriormente.

Para as analises de compostos fendlicos totais, a casca foi separada da
polpa. De cada fruto foi cortada uma fatia da regido equatorial de 1 cm e foram
retiradas duas cunhas de lados opostos, que foram descascada e compuseram

a amostra de polpa.
3.8.1 Compostos fendlicos totais

Para a obtencdo dos extratos das frutas para a analise de compostos

fendlicos totais foram realizados os mesmos procedimentos utilizados na
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atividade antioxidante proposta por Rufino et al, (2007a). Inicialmente foram
pesadas 5 g de polpa em um béquer com capacidade de 100mL. Apds a
pesagem foi adicionado 10mL de metanol 50%. As amostras foram
homogeneizadas, e ficaram em repouso por 1 hora a temperatura ambiente em
um local onde ndo houvesse incidéncia de luz para que ndo ocorresse a
oxidagdo da amostra. Passado este periodo as amostras foram centrifugadas a
15.000 rpm por 10min e o sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico
de 25mL. No residuo que restou da primeira extracdo foi adicionado 10mL de
acetona 70%, as amostras foram homogeneizadas e permaneceram em repouso
por 1 hora em temperatura ambiente em um local onde n&o houvesse incidéncia
de luz para que néo ocorresse a oxidagao da amostra. O extrato novamente foi
centrifugado a 15.000 rpm por 10 min. O sobrenadante desta ultima extracao foi
transferido para o mesmo baldo que contém o primeiro sobrenadante. O volume
do baldo foi completado com 4gua destilada até atingir 25mL, obtendo-se assim
0 extrato da amostra.

Para a analise através de espectrofotometria foi adaptado a metodologia
descrita por Roesler et al. (2007). Em tubos de ensaio foram adicionados 2,5mL
de Folin-Ciocalteau (diluido na proporcao de 1:3 com agua destilada) e 0,5mL
do extrato da amostra. Passados 3 min, foram adicionados 2,0mL de carbonato
de sbdio 10%. Os tubos foram agitados em vortex e incubados por 1 hora ao
abrigo de luz, ap6s este periodo foi efetuada a leitura em um leitor de
microplacas (Figura 11) no comprimento de onda de 765 nm. A curva padréo foi
produzida com acido galico nas concentracdes de 0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100
ppm. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido gélico por

100 g de amostra.

Figura 11: Leitor de microplacas
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Fonte: elaborado pelo autor, 2021

3.8.2 Atividade enzimética

Foram avaliadas a atividade das enzimas superdxido dismutase e

peroxidase.

3.8.2.1 Atividade da enzima Superédxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase foi determinada de acordo
com o método descrito por Del Longo et al. (1993), com modificagdes. Uma
amostra de 0,3 g de polpa foi homogeneizada com 3 mL do meio de extracao,
composto de tampdo fosfato de sé6dio 0,1 M, pH 6,8 acido
etilenodiaminotetracético 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico 1 mM. A
homogeneizacédo foi feita em almofariz mantido em gelo. Em seguida as
amostras foram centrifugadas a 4 °C por 15 minutos a 10.000 rpm. Uma aliquota
de 50 pL do sobrenadante foi adicionada a 2,95 mL do meio de reacdo, composto
pelo tampéao de fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, 75 uL de azul
de p-nitro tetrazélio, acido etilenodiaminotetracético 0,1 mM e riboflavina 2 L.
As leituras das amostras foram realizadas com auxilio de um leitor de
microplacas modelo EnSpire (PerkinElmer, USA, Figura 11) no comprimento de
onda de 560 nm. Os resultados foram expressos em pmol mint mg proteina™.

3.8.2.2 Atividade da enzima Peroxidase (POD)
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A quantificacdo da atividade da enzima peroxidase foi determinada de
acordo com a metodologia descrita por Kar e Mishra (1976), com modificagdes.
Para a obtencdo do extrato enzimético foram homogeneizados 0,3 g de polpa e
3 mL do meio de extracdo, composto do tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH
6,8, acido etilenodiaminotetracético 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico 1 mM.
As amostras do extrato enzimatico foram centrifugadas a 4 °C por 15 minutos a
10.000 rpm. Uma aliquota de 600 pyL do sobrenadante foi adicionada a um
tamp&o composto de fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, guaiacol 20 mM e H,0,
20 mM. Com auxilio de um leitor de microplacas modelo EnSpire (PerkinElmer,
USA, Figura 11), foi medida a absorbancia das amostras durante 1 minuto a
25°C, utilizando comprimento de onda de 420 nm. A atividade da enzima
peroxidase foi determinada de acordo com a inclinag&o da reta no intervalo de 0

a 1 minuto. Os resultados foram expressos em pmol mint mg proteina.
3.8.3 Pero6xido de hidrogénio

A quantificacdo de perdxido de hidrogénio foi realizada de acordo com o
método proposto por Loreto e Velikova (2001), com algumas alterac6es. Foi
pesado 0,3 g da amostra, foi adicionado 2 mL de TCA (0,1%) e foram
homogeneizadas. Apés a homogeneizacado, as amostras foram centrifugadas a
4 °C por 10 minutos a 12.000 rpm, com auxilio de uma centrifuga (modelo
5810R). Uma aliquota de 500 uL do sobrenadante foi adicionada & um recipiente
contendo 500 pL de TFK 10mM pH 7,0 e 1 ml de KI 1M no escuro. Apos isso foi
feita as absorbancias que foram mensuradas no comprimento de onda de 390
nM em um leitor de microplacas modelo EnSpire (PerkinElmer, USA, Figura 11).
A curva padrao foi determinada com concentracfes conhecidas de peroxido de

hidrogénio e os resultados foram expressos em pmol g.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados que estavam em porcentagem (podridfes, frutos murchos e
rachados, degenerescéncia de polpa e polpa farinacea), foram utilizado
transformacao de dados através do arco seno da raiz da porcentagem dividido
por 100.

A analise estatistica dos dados foi realizada através da andlise de

variancia, e as variaveis cujos resultados revelaram significancia (p<0,05), foram
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submetidas a comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram executadas pelo programa Sisvar,
verséo 5.3 (FERREIRA, 2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUCAO DE ETILENO DOS FRUTOS

A producéo de etileno na saida da camara foi menor quando se aplicou a
dose de NO de 5 pL L no inicio e ao final do armazenamento. Ao terceiro dia
em condicdo ambiente, esse mesmo tratamento foi 0 que apresentou maior taxa
de producéao de etileno. No quinto dia o tratamento controle apresentou a maior
taxa e pico de producéo de etileno. No sétimo dia, o tratamento NO na dose de
10 pL Lt aplicado no inicio do armazenamento apresentou a maior taxa de
producao de etileno, seguido do tratamento controle. Esse efeito inibitério do NO
na producéao de etileno possivelmente ocorre porque o NO se liga a ACC oxidase,
formando um complexo binario ACC oxidase-NO, que € quelado pelo ACC. O
resultado disso é a produg¢ao de um complexo ternario ACC-ACC oxidase-NO,
que leva a diminuigao na produgao de etileno. Além disso, ocorre um mecanismo
secundario do NO, onde ha um redirecionamento da ACC, usada na producao
do etileno para a produgdo de MACC (1-malonilaminociclopropano-1-
carboxilico), inibindo/ diminuindo a biossintese de etileno (ZHU et al., 2006;
MANJUNATHA et al., 2010; KANG et al., 2015).

Tabela 1: Leitura das taxas de producéo de etileno (pmol C,H, kgt s) realizadas
a cada dois dias apo0s a retirada das macas Baigent das camaras, ap0s 8 meses
de armazenamento em atmosfera controlada (1,2 O, e 2,0 CO,; T: 1,5£0,2 °C e
UR de 94+2%) em funcéo da aplicacdo de 6xido nitrico em diferentes doses e
momentos do armazenamento. Lages, 2022.

Tempo de prateleira (dias)

Tratamentos 1 3 5 7

T1-Controle 0,42 a 0,50 b 155a 0,80 b
T2- NO na dose de 10 pL

Lt aplicado no inicio do

armazenamento 0,40 a 0,60 b 0,86 b 1,02 a
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T3- NO na dose de 1 pL

L aplicado a cada 30

dias 0,34a 0,43 b 0,82b 0,59 ¢
T4- NO na dose de 2 puL

L aplicado a cada 30

dias 0,38a 0,40 b 0,52c 0,58 c
T5- NO na dose de 5 pL

L aplicado a cada 30

dias 0,33 a 0,77b 0,51c 0,55¢
T6- NO na dose de 5 pL

Lt aplicado no inicio e ao

final do armazenamento 0,24b 0,88 a 0,61c 0,54 c

CV (%) 18,52 25,22 15,28 18,76

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott a 5%
de probabilidade. NO: 6xido nitrico; CV: coeficiente de variagdo (%);

Cheng et al. (2009) realizaram um experimento com NO em banana em
temperatura ambiente a 24 °C e observaram que a aplicagdo de NO diminui a
producéo de etileno e isso foi associada a reducédo da atividade de ACC oxidase
e da expressdo do gene MAACCO1. Além disso, as frutas tratadas com NO
apresentaram menor expressdo do gene MAACS1, mas maior atividade de
ACCsintase e conteudo de ACC, com isso, eles concluiram que a inibicao da
atividade da ACCoxidase e da transcricdo do gene MAACOL pelo NO resultou
na diminuicdo da sintese de etileno.

Brackmann et al. (2017) realizaram um trabalho com 6xido nitrico e etanol
em macgas ‘Galaxy’ que foram armazenadas por 8 meses em atmosfera
controlada, porém a aplicacédo de etanol e NO foram realizadas apenas antes do
armazenamento, sendo que os frutos foram expostos ao 6xido nitrico por um
periodo de 24 horas e foi posteriormente instalada a atmosfera controlada nas
pressdes de 1,2 kPa O, + 2,0 kPa CO, e deixadas numa temperatura de 1,5 °C
e a aplicacdo de NO na dose de 40 yL L apresentou uma menor producéo de
etileno. No presente experimento, as aplicagcdes de NO ocorreram apos sido
implantada a AC e independente da dose ou das aplicacdes de NO houve

diminuicao da producéo de etileno.
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4.2 TAXAS RESPIRATORIA DOS FRUTOS

Nas taxas respiratorias dos frutos, houve diferenca apenas na saida da
camara, nos tratamentos de NO nas doses de 5 pL L aplicado a cada 30 dias
e 5 uL L't aplicado no inicio e ao final do armazenamento que apresentaram uma
menor taxa respiratoria. Na saida da camara essa menor respiracao
possivelmente ocorreu devido as altas doses de NO, o que resultou em um maior
periodo de menores producdes de CO,. Esse efeito do NO é devido que ele é
um forte inibidor da cadeia respiratoria mitocondrial, onde vai ocorrer ligacdes
nas proteinas ferro-sulfiricas dos complexos da cadeia, resultando numa
inibicdo das atividades biolégicas e com isso vai gerar menores producéo de CO,
nos frutos (MACHADO., 2021).

Tabela 2: Taxa respiratéria dos frutos (nmol CO, kg s1), realizados a cada dois
dias apods a retirada das macas Baigent das camaras, apos 8 meses de
armazenamento em atmosfera controlada em funcédo da aplicacdo de éxido

nitrico em diferentes doses e momentos do armazenamento. Lages, 2022.

Tempo de prateleira (dias)

Tratamentos 1 3 5 7

Controle 15,04 a 38,65 39,73 44,38"s
NO na dose de 10 pL

L1 aplicado no inicio

do armazenamento 15,53 a 42,40 39,41 34,50
NO na dose de 1 pL

Lt aplicado a cada 30

dias 16,73 a 40,00 36,31 37,80
NO na dose de 2 pL

Lt aplicado a cada 30

dias 16,81 a 38,31 37,75 34,53
NO na dose de 5 pL

Lt aplicado a cada 30

dias 13,25 b 37,24 38,74 36,34
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NO na dose de 5 pL
L aplicado no inicio

e ao final do
armazenamento 10,16 b 38,37 27,50 37,93
CV (%) 18.49 8,66 10.49 12.16

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott a 5%
de probabilidade. NO: éxido nitrico; CV: coeficiente de variacéo (%); ns: nenhuma significancia

Segundo Kang et al. (2015) em trabalho realizado em péssego, a
aplicacao de NO resultou em uma regulacéo de varias proteinas que participam
do processo respiratorio dos frutos. Dentre essas proteinas reguladas, existem
as proteinas PGK (Fosfoglicerato kinase), PGM (fosfoglicerato mutase) e TIM
(isomerase de triosefosfato) responsaveis pelas etapas de glicolise e
gliconeogénese. Além dessas proteinas, o NO regula a proteina citocromo ¢
oxidase, a Ultima enzima envolvida no transporte de elétrons respiratério da
mitocondria. Através dessas inibi¢cdes, resultard em uma menor respiracdo dos
frutos, como ocorreu nos tratamentos de NO nas doses de 5 pL L aplicado a
cada 30 dias e 5 pL L* aplicado no inicio e ao final do armazenamento.

Existem diversos trabalhos em diferentes tipos de frutos que mostram que
o NO diminui as taxas respiratorias. Em ameixa a utilizagdo de NO em ambiente
refrigerado e em atmosfera controlada reduziu as taxas respiratérias dos frutos
(SINGH et al., 2009; STEFFENS et al., 2021b). E em maca ‘Galaxy’, a aplicacao
de NO antes da instalacdo da atmosfera controlada resultou em menores taxas
respiratérias dos frutos (BRACKMANN et al., 2017).

4.3 COR DE FUNDO DA EPIDERME DE MACAS BAIGENT

Na saida da camara, ndo houve diferenca entre os tratamentos em relacéo
a coloracao dos frutos. Contudo, apds mais 7 dias em condicbes ambiente o
tratamento controle apresentou frutos com cor de casca mais amarela (menor
valor de h°) do que os tratamentos com aplicacdo de NO, que néo diferiram entre
si (Tabela 3). Esse maior amarelecimento no tratamento controle, é devido a
maior taxa e pico de producéo de etileno, que resultou em maior senescéncia do
fruto e com isso também resultou em maior degradacédo da clorofila. O menor
amarelecimento dos frutos com aplicacédo de NO, tem relagdo com a presenca

de clorofila nos frutos. O NO atua preservando os niveis de clorofila durante a
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senescéncia, através da regulacdo negativa da enzima clorofilase, que é

responsavel pela degradacdo da clorofila (GUO et al., 2013). Essa regulacdo

ocorre por causa que os tratamentos com NO, resultam em menores producgdes

de etileno, com isso, 0 NO acaba atuando indiretamento na inibicdo da enzima

clorofilase.

Tabela 3: Cor de fundo da epiderme (L, C e h°) de macés Baigent, apds 8 meses

de armazenamento em atmosfera controlada (1,2 O, e 2,0 CO,; T: 1,5+0,2 °C e

UR de 94+2%) (saida da camara) e apds mais 7 dias em condi¢cdes ambiente (T:

20 °C) em funcédo da aplicacdo de oOxido nitrico (NO) em diferentes doses e

momentos do armazenamento. Lages, 2022.

Tratamento L C h°
Saida da camara
Controle 73,6 40,8 96,0
NO na dose de 10 pL L*
aplicado no inicio do
armazenamento 73,9 39,3 97,0
NO na dosede 1 pL L?
aplicado a cada 30 dias 73,8 38,7 95,7
NO na dose de 2 pL L?
aplicado a cada 30 dias 72,0 38,8 97,8
NO na dose de 5 pL L?
aplicado a cada 30 dias 72,2 40,2 99,5
NO nadosede 5 uL L?
aplicado no inicio e ao final do
armazenamento 73,1 39,6 98,4
CV (%) 2.73 2.69 2.79
Apo6s mais 7 dias em condigbes ambiente
Controle 68,3 38,7 80,5b
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NO na dose de 10 pL L*?
aplicado no inicio do

armazenamento 71,9 40,2 90,4 a
NO nadosede 1 pL L?
aplicado a cada 30 dias 72,2 40,7 92,3 a
NO na dose de 2 pL L*
aplicado a cada 30 dias 71,5 40,5 91,7 a
NO na dose de 5 pL L?
aplicado a cada 30 dias 71,8 40,5 90,8 a

NO na dose de 5 pL L*
aplicado no inicio e ao final do

armazenamento 71,7 40,8 914a

CV (%) 2,94 3,55 4,65

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
knott a 5% de probabilidade. NO: é6xido nitrico; CV: coeficiente de variagdo (%); ns: nenhuma
significancia

Resultados similares foram relatados por diversos autores em diferentes
frutos. Em ameixa, Singh et al. (2009) observaram que a fumigacéo de NO por
2 horas, independente da dose avaliada, restringiu as mudancas de cor dos
frutos durante o armazenamento refrigerado. Lai et al. (2011) e Zuccarelli et al.
(2020) aplicaram NO e SNP (nitroprusiato de sodio) em tomate e verificaram
retardamento no desenvolvimento da cor da casca do tomate, que pode estar
diretamente ligado a regulacéo negativa de 6 genes que codificam a enzima ACC
oxidase (ACCO1, ACCO2, ACCO3, ACCO4, ACCO5 e ACCOE6) envolvidos na
sintese de etileno, com consequente reducdo na sintese e retardo do

amadurecimento.

4.4 ANALISES DE SS, FP E AT

O metabolismo e acumulo de agucares sdo de grande importancia para a
qualidade do fruto. No presente estudo, o tratamento controle e NO na dose de
2 uL Lt aplicado a cada 30 dias apresentaram um maior teor de soélido sollveis
(Tabela 4). A acidez titulavel foi superior em frutos dos tratamentos controle, NO

nas doses de 1 pL Lt e 2 pL L, ambos aplicados a cada 30 dias de
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armazenamento (Tabela 4). Resultados similares ocorreram em dois trabalhos

de Steffens et al. (2021a, b) em macgas Cripps Pink e em ameixa Laetitia.

Tabela 4: Solidos soluveis (SS; °Brix), acidez titulavel (AT; % de acido malico) e
firmeza de polpa (FP; N) de macas Baigent, apos 8 meses de armazenamento
em atmosfera controlada (1,2 O, e 2,0 CO,; T: 1,5+0,2 °C e UR de 94+2%) (saida
da camara) e mais 7 dias em condicbes ambiente (T: 20 °C) em funcéo da
aplicacdo de oxido nitrico (NO) em diferentes doses e momentos do

armazenamento. Lages, 2022.

Tratamento SS AT FP

Controle 14,0 a 0,298 a 69,2"s
NO na dose de 10 pL L?
aplicado no inicio do

armazenamento 12,7b 0,261 b 68,8
NO nadosede 1 pL L?
aplicado a cada 30 dias 13,2 b 0,278 a 71,0
NO na dose de 2 pL L?
aplicado a cada 30 dias 13,4 a 0,290 a 70,6
NO na dose de 5 pL L?
aplicado a cada 30 dias 13,1 b 0,269 b 68,8

NO na dose de 5 pL L?
aplicado no inicio e ao final
do armazenamento 12,8 b 0,257 b 67,5

CV (%) 3,3 5,59 2,7

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
knott a 5% de probabilidade. NO: 6xido nitrico; SS: sélidos sollveis; AT: acidez titulavel,
FP: firmeza de polpa; CV: coeficiente de variagcdo (%); ns: nenhuma significancia

A firmeza de polpa ndo apresentou diferencga entre os tratamentos (Tabela
4), em varios trabalhos realizados com aplicacdo de NO ou SNP foi observado
gue o Oxido nitrico manteve maior firmeza de polpa, ameixa (SINGH et al., 2009),
pera (SOZZl et al., 2003; LIU et al., 2011; HENDGES et al., 2016), péssego (SUN
etal., 2011; HAN et al., 2018) e nectarina (JAYARAJAN e SHARMA, 2018). Esse
efeito de aumento da firmeza, talvez esteja relacionada com o tipo de fruto,
dosagem do NO e a interagdo de melatonina com NO, aonde a melatonina atua
sinergicamente com o NO na reducdo do amolecimento de frutas, através do
atraso da senescéncia e da diminuicdo da producao de etileno (MACHADO,
2021).

Em frutos climatéricos a perecibilidade do fruto € determinada pela

respiragdo e producdo de etileno, consideradas as principais alteracdes
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metabdlicas associadas a vida poés-colheita, por causa disso, € necessario
manter uma baixa respiracao e producéo de etileno para conseguir aumentar a
vida util do fruto e consequentemente aumentar o tempo de armazenamento e
vida de prateleira (JAYARAJAN e SHARMA, 2018). As aplicacdes de NO no
presente experimento, diminuiu as producdes de etileno (Tabela 1), mas as taxas
respiratérias s6 ocorreu diminuicdo na saida da camara, nos tratamentos com
NO nas doses de 5 L L'* de NO aplicado a cada 30 dias e 5 uL L aplicado no
inicio e ao final do armazenamento (Tabela 2). Ja que néo ocorreu uma baixa
taxa respiratoria, isso pode ter influenciado nos valores de acidez titulavel e

sélidos soluveis.

4.5 INCIDENCIA DE PODRIDAO INTERNA E EXTERNA

O tratamento controle apresentou maior incidéncia de podrid&o interna nos
frutos de ‘Baigent’, em relacdo aos demais tratamentos com NO. Em relacdo a
incidéncia de podridao, o tratamento controle e NO na dose de 5 pL L aplicado
a cada 30 dias apresentaram maior incidéncia de podridédo (Tabela 5). Apés mais
7 dias em prateleira ndo houve diferenca entre os tratamentos. A maior
incidéncia de podriddes no tratamento NO na dose de 5 pL L* aplicado a cada
30 dias pode estar associado, ao fato de que essa dosagem tenha alcancado o
pico de efeito que o NO tem sobre os frutos, com isso, ndo houve efeito da
dosagem em relacdo a protecéo contra podriddo. Segundo os trabalhos de Lai
et al. (2011) e Zuccarelli et al. (2020), a aplicacdo de NO controla negativamente
6 genes relacionados com o amadurecimento, através disso, estes frutos
tratados com NO acabam perdendo a sensibilidade ao etileno, resultando em um
aumento da resisténcia dos frutos, no caso desses dois trabalhos do tomate a
podriddo cinzenta (Botrytis cinerea). No presente estudo, foi observado que os
tratamentos com NO, exceto o tratamento NO na dose de 5 pL L aplicado a
cada 30 dias, resultaram em menores incidéncias de frutos com podriddes

externas e podridao interna.

Tabela 5: Incidéncia de podriddes (%) e podridéo interna (%) de macas Baigent,
apos 8 meses de armazenamento em atmosfera controlada (1,2 O, e 2,0 COy;

T. 1,5+0,2 °C e UR de 94+2%) (saida da camara) e apos mais 7 dias em
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condi¢cbes ambiente (T: 20 °C) em funcao da aplicacdo de oxido nitrico (NO) em

diferentes doses e momentos do armazenamento. Lages, 2022.

Tratamento Podriddes dendao
interna
Saida da caAmara
Controle 6,0 a
NO na dose de 10 pL L aplicado no inicio do 00b
armazenamento '
NO na dose de 1 pL L aplicado a cada 30 dias 20b
NO na dose de 2 pL L aplicado a cada 30 dias 10b
NO na dose de 5 L L aplicado a cada 30 dias 5,0a
NO na dose de 5 pL L* aplicado no inicio e ao final do 10b
armazenamento ’
CV (%) 97,8
Apoés mais 7 dias em condi¢cbes ambiente

Controle 6,5" 4,3a
NO na dose de 10 pL L aplicado no inicio do

4,2 0,0b
armazenamento
NO na dose de 1 pL L aplicado a cada 30 dias 5,5 1,1b
NO na dose de 2 pL L aplicado a cada 30 dias 2,1 0,0b
NO na dose de 5 pL L aplicado a cada 30 dias 0,0 0,0b
NO na dose de 5 pL L* aplicado no inicio e ao final do 19 10b
armazenamento ’ ’
CV (%) 106,6 154,1

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nédo diferem entre si pelo teste de Scott-
knott a 5% de probabilidade. NO: 6xido nitrico; CV: coeficiente de varia¢é@o (%); ns: nenhuma
significancia

Brackmann et al. (2017) em maca ‘Galaxy’ relataram que a aplicacao de

NO, antes de instalar a atmosfera controlada, ndo apresentaram beneficios na
manutencado da qualidade dos frutos apés o armazenamento em AC, devido a
maior incidéncia de podridées nos frutos. Resultado similar ocorreu com o
tratamento NO na dose de 5 pL L aplicado a cada 30 dias, que, com o controle,
apresentou maior incidéncia de podridbes na saida da camara. Essa maior
incidéncia de podriddes, ocorre por causa que a dose utilizada foi alta e néo

houve efeito do NO sobre os frutos.
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4.6 DISTURBIOS FISIOLOGICOS E PERDA DE MASSA

O controle apresentou maior perda de massa/ murchamento de frutos do
que os tratamentos com NO e apds mais 7 dias em prateleira ndo apresentou
diferenca entre os tratamentos avaliados (Tabela 6). Em nectarina, a aplicacéo
de 0,5 mM de SNP, resultou em uma menor perda fisioldgica de peso. Isso
ocorre por causa que os frutos tratados com SNP, apresentaram uma maior
consolidagéo das células e a permeabilidade dos tecidos conhecidos por diminuir
a perda de umidade dos tecidos dos frutos e enquanto frutos nao tratados
apresentaram maior atividade metabdlica e por causa disso essas frutas se
deterioraram a uma taxa mais rapida do que as tratadas (JAYARAJAN e
SHARMA, 2018). O controle apresentou uma maior atividade metabdlica, devida
a maior producédo de etileno, por causa disso, resultou em uma maior perda de

umidade dos tecidos dos frutos.

Tabela 6: Incidéncia de frutos rachados e frutos murchos de macés Baigent, ap6s
8 meses de armazenamento em atmosfera controlada (1,2 O, e 2,0 CO,; T:
1,5+0,2 °C e UR de 94+2%) (saida da camara) e ap6s mais 7 dias em condicdes
ambiente (T: 20 °C) em fung&o da aplicacé@o de 6xido nitrico em diferentes doses

e momentos do armazenamento. Lages, 2022.

Frutos Frutos

Tratamento
rachados murchos

Saida da camara

Controle 4,2ns 110a
NO na dose de 10 pL L aplicado no inicio do

1,1 0,0b
armazenamento
NO na dose de 1 pL L aplicado a cada 30 dias 2,0 30D
NO na dose de 2 pL L aplicado a cada 30 dias 3,0 10b
NO na dose de 5 pL L aplicado a cada 30 dias 1,0 10b

NO na dose de 5 pL L aplicado no inicio e ao final

1,0 0,0b
do armazenamento
CV (%) 102,7 186,6
Apo6s mais 7 dias em condigdes ambiente
Controle 2,2"s 12,0ms
NO na dose de 10 pL L aplicado no inicio do 00 40
armazenamento ’ ’

NO na dose de 1 pL L aplicado a cada 30 dias 0,0 7,9
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NO na dose de 2 pL L aplicado a cada 30 dias 1,1 8,9

NO na dose de 5 pL L aplicado a cada 30 dias 0,0 8,5
NO na dose de 5 pL L aplicado no inicio e ao final 10 70
do armazenamento ' '
CV (%) 189,6 64,2
Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

knott a 5% de probabilidade. NO: 6xido nitrico; CV: coeficiente de variacdo (%); ns: nenhuma
significancia

A incidéncia de frutos rachados na saida da camara e ap6s mais 7 dias
em condi¢cdes ambiente ndo houve diferenca (Tabela 6).

A degenerescéncia de polpa € um tipo de disturbio fisiol6gico que ocorre
devido ao estresse oxidativo que causa danos as membranas celulares e
consequente perda de compartimentalizacéo celular. A aplicacdo de NO acaba
reduzindo o estresse oxidativo, induzindo enzimas como SOD, POD e CAT, e
suprimindo a enzima LOX (MANJUNATHA et al., 2010). No presente estudo, a
aplicacdo de NO de 5 pL L* aplicado no inicio e ao final do armazenamento
apresentou a menor incidéncia de degenerescéncia da polpa/ escurecimento de
polpa (Tabela 7). O NO atua inibindo a biossintese de etileno, ocorrendo um
menor estresse oxidativo e gerando menores danos nas membranas celulares.
Esse tratamento que teve menor escurecimento, na saida da camara apresentou
uma menor produgcao de etileno e menor respiragdo, com isso, resultou em
menores estresses oxidativo nas células, devida a menor degradacéo da parede
celular ocasionada pela enzima poligalacturonase. Ou seja, o NO atua

indiretamente em uma menor atividade da enzima poligalacturonase.

Tabela 7: Incidéncia de degenerescéncia da polpa (%) e polpa farinacea (%) de
macas Baigent, apés 8 meses de armazenamento em atmosfera controlada (1,2
0, e 2,0 CO,; T:1,5+0,2 °C e UR de 94+2%) e apds mais 7 dias em condi¢cdes
ambiente (T: 20 °C) em funcéo da aplicacao de 6éxido nitrico (NO) em diferentes
doses e momentos do armazenamento. Lages, 2022.

Degenerescéncia da polpa Rolpa
Tratamento farinacea
Controle 6,52 a 6,52 a

1 :
NO_ n,a_dose de 10 pL L+ aplicado 414 a 0.00 b
no inicio do armazenamento

-1 :

NO na dose de 1 pL L™ aplicado 4.45a 1,00 b

a cada 30 dias



42

NO na dose de 2 pL L aplicado

a cada 30 dias 734a 0.00b
-1 ;

NO na dose_de 5 uL L* aplicado 417 a 0,00 b

a cada 30 dias

NO na dose de 5 pL L aplicado

no inicio e ao final do 0,00 b 0,00 b

armazenamento

CV (%) 24,44 245,03

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
knott a 5% de probabilidade. NO: 6xido nitrico; CV: coeficiente de variacdo (%); ns: nenhuma
significancia

A maior incidéncia de polpa farinacea ocorreu no controle, em relacéo aos
tratamentos com NO (Tabela 7). A incidéncia de polpa farinacea, esta associado
a frutos de estddio de maturacdo mais avancado e principalmente clones do
grupo Gala. Essa incidéncia, ocorre por causa das forcas de coesao existente
entre as paredes celulares que acabam diminuindo, por causa da transformacéo
de pectina insolavel (protopectina) em pectinas sollveis, com isso, vai ocorrer a
separacao das células e as células que ficam intactas, acabam gerando uma
sensacao de textura farinAcea (PRASANNA et al., 2007; BOTH et al., 2014;
SOARDI. 2019). O tratamento controle, apresentou maior taxa e pico de
producao de etileno, isso vai gerar maior transformacédo de pectina insoltivel em
pectinas soluveis, resultando em uma maior degradacdo da parede celular e
consequentemente frutos de textura farindcea. Os tratamentos com NO, por
terem uma menor producao e pico de etileno, indiretamente induziu a uma menor
degradacdo das protopectina em pectinas sollveis e ocasionou menores
degradacédo da parede celular.

Segundo Brackmann et al. (2017), em maga ‘Galaxy’, relataram que a
aplicacdo de NO, como pré-tratamento ao armazenamento em AC, nao
apresentou beneficio na manutencdo da qualidade dos frutos apés o
armazenamento em AC, por causa da maior ocorréncia de polpa farinacea e
degenerescéncia de polpa, devido a maior producao de etileno, resultando em
uma maior degradacéo da parede celular dos frutos. Esses resultados diferem
daqueles obtidos no presente estudo, sendo que os tratamentos com NO
apresentaram uma menor polpa farinacea e degenerescéncia de polpa. Essa
menor incidéncia de disturbios, é devido que o NO diminuiu a producéo de etileno
(Tabela 1), ocorrendo assim menores degradacdes da parede celular.
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4.6 COMPOSTOS FENOLICOS

O maior contetdo de compostos fendlicos na polpa de macéds Baigent, foi
encontrado no tratamento NO na dose de 5 pL L aplicado no inicio e ao final do
armazenamento (Tabela 8). O tratamento controle e o tratamento NO na dose
de 10 pL L* aplicado no inicio do armazenamento apresentaram oS menores
valores. A menor concentracdo de compostos fendlicos nesses tratamentos,
pode estar associado a maior oxidacdo dos compostos fendlicos, ocasionados
pelas maiores producdes de etileno durante e apdés o armazenamento (Tabela
1), que resultou numa maior produgcéo de ERO’s em células, resultando em uma
maior atividade da enzima polifenoloxidase. As aplicacdes mensais de NO
podem, possivelmente, inibir indiretamente a atividade da enzima
polifenoloxidase resultando em menores oxidacdes dos compostos fendlicos.
Essa inibicdo indireta pode ser resultado de menores producbes de etileno
através do efeito inibitério que o NO tem sobre a biossintese de etileno, com isso,
vai gerar um menor estresse oxidativo nas células e resultara em uma menor
atividade da enzima polifenoloxidase (CHENG et al., 2009; ZHU et al., 2010; LIU
et al., 2011; SAADATIAN et al., 2012). A aplicacdo de NO na dose de 5 pL L*
aplicado no inicio e ao final do armazenamento, teve um efeito inibitério da
enzima polifenoloxidase como resultado de menor producéo de etileno na saida
da camara (Tabela 1), resultando em um maior teor de compostos fendlicos e

menor escurecimento de polpa de macas Baigent (Tabela 7).

Tabela 8: Resultado dos compostos fenélicos (CF; mg EAG.100 g de massa
fresca), realizados na polpa de macas Baigent, apés 8 meses de
armazenamento em atmosfera controlada (1,2 O, e 2,0 CO,; T: 1,5+0,2 °C e UR
de 94+2%) em funcdo da aplicacdo de 6xido nitrico em diferentes doses e

momentos do armazenamento. Lages, 2022.

Compostos fenolicos

Tratamento (mg EAG.100 g-1)
Controle 21,2 c
NO na dose de 10 pL L aplicado no inicio
do armazenamento 18,5¢c

NO na dose de 1 pL L aplicado a cada 30
dias 276 Db
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NO na dose de 2 pL L aplicado a cada 30

dias 27,8 b
NO na dose de 5 pL L* aplicado a cada 30

dias 26,4 Db
NO na dose de 5 pL L aplicado no inicio e

ao final do armazenamento 31,7a
CV (%) 9,4

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott a 5%
de probabilidade. NO: éxido nitrico; CV: coeficiente de variacdo (%).

4.7 ATIVIDADE ENZIMATICA DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD) E
PEROXIDASE (POD) E TEOR DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

A atividade enzimatica da SOD nos frutos da maca ‘Baigent’, apresentou
o tratamento controle uma maior atividade em relacdo aos tratamentos com NO
(Tabela 9). Essa maior atividade enzimatica no controle, é devido ao maior
estresse oxidativo, provocado pela maior producdo de etileno, que vai gerar
maior producdo da enzima SOD para eliminar as EROs (MANJUNATHA et al.,
2010). J& que nos tratamentos com NO ocorreu um menor estresse oxidativo,
através de coloracdo menos amarelada (maior h°), menores incidéncia de
distarbios fisiolégicos, menores podridées e menor producdo de etileno, isso

gerou uma menor atividade enzimatica da SOD.

Tabela 9: Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD; umol mint mg
proteina), peroxidase (POD; umol min't mg proteina) e teor de peréxido de
hidrogénio (umol H202/gr MF) em polpa de macés Baigent, apos 8 meses de
armazenamento em atmosfera controlada em funcdo da aplicacdo de Oxido

nitrico em diferentes doses e momentos do armazenamento. Lages, 2022.

Tratamento SOD POD H202
Controle 260,1 a 355b 0,43 a
NO na dose de 10 pL L aplicado
no inicio do armazenamento 1954 b 62,4 a 0,34 b
NO na dose de 1 pL L* aplicado a
cada 30 dias 140,3 c 230b 0,34 b
NO na dose de 2 uL L aplicado a
cada 30 dias 179,1 b 64,3 a 0,27 b
NO na dose de 5 pL L aplicado a
cada 30 dias 145,7 c 27,0b 0,31 b

NO na dose de 5 pL L aplicado
no inicio e ao final do
armazenamento 106,5c¢c 310b 0,28b

CV (%) 21,0 26,3 16,48
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Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott a

5% de probabilidade. NO: 6xido nitrico; CV: coeficiente de variacao (%).

O tratamento NO na dose de 10 pL L aplicado no inicio do
armazenamento teve maior atividade enzimatica da POD, em relacdo aos
demais tratamentos (Tabela 9). Soardi (2019) e Zhu et al. (2008) observaram
qgue o NO aplicado em baixas concentracdes, resulta em maior atividade da
SOD, potencializando o sistema de defesa do fruto. Resultados similares foram
observados no presente experimento e por Flores et al. (2008) em péssego, e
Wu et al. (2014) em banana.

A enzima superéxido dismutase (SOD) € a primeira enzima ativada
guando a planta ou fruto sofre um estresse fisiologico provocado pelas baixas
temperaturas e estresses oxidativos. A SOD é uma metaloenzima, que quando
ativada serve como um mensageiro quimico, protegendo as células dos radicais
reduzindo-os a O, e H,0, e formam assim a primeira linha de defesa contra as
ERO’s antes de serem metabolizada pela catalase (CAT) e peroxidase (POD). A
enzima peroxidase (POD), é responsavel por desintoxicar espécies reativas de
oxigénio nas plantas e frutos, principalmente o perdxido de hidrogénio (H,0;). O
H,O, é um indicativo de estresse oxidativo, sendo também importante na
transducdo de sinais envolvida em varios processos, como a morte celular
programada (BEERS e McDOWELL, 2001; MITTLER, 2002; LURIE, 2003; APEL
e HIRT, 2004; ZHU et al., 2008; MANJUNATHA et al., 2010; YANG et al., 2011;
SOARDI, 2019).

O teor de peroxido de hidrogénio foi maior no tratamento controle (tabela
9), do que as aplicacdes de NO, que nao diferiram entre si. Esse maior teor, é
devido que o tratamento controle apresentou maior producédo e pico de etileno,
maior incidéncia de podriddo interna e polpa farinacea, maior coloracéo
amarelada dos frutos (menor h°) e devido a esses e outros fatores como baixas
temperaturas, apresentou maior atividade da enzima SOD devido ao estresse
oxidativo, que originou maiores producdes de H,O,. Ja a enzima POD, ndo
ocorreu esse incremento de producdo em relacdo a enzima SOD, iSso ocasionou
maiores acumulos de peroxido de hidrogénio na polpa de macés Baigent do
tratamento controle (MITTLER, 2002; LURIE, 2003; MANJUNATHA et al., 2010;
ZEVALLOS et al., 2014; SOARDI, 2019).



46

Os tratamentos com NO o teor de peréxido de hidrogénio foi menor,
devido, segundo Sun et al. (2021) que o NO, acaba inibindo a extensédo do
desenvolvimento da morte celular durante a resposta de hipersensibilidade pela
S-nitrosacdo da NADPH oxidase, inibindo assim as ERO’s e com isso vai ocorrer
menor atividade das enzimas SOD e POD, gerando menores teores de peroxido

de hidrogénio na polpa de macas Baigent.
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5 CONCLUSAO

Os tratamentos com NO independente da dosagem ou quantidade de
aplicacbes, apresentam menores producdes de etileno, incidéncia de disturbios
fisioldgicos e menor coloragdo amarelada nos frutos (maior angulo he).

Os tratamentos com NO nas doses de 2 uL L aplicado a cada 30 dias e
5 pL L aplicado no inicio e ao final do armazenamento, foram as doses e/ou
aplicacbes que tem os melhores efeitos em manter a qualidade de macéas

Baigent armazenadas e ap0s mais 7 dias em prateleira.
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