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Resumo

RIBEIRO, Jardel Araujo. Atmosfera controlada dinamica monitorada pela
fluorescéncia das clorofilas: avaliagdo da qualidade e perfil dos
compostos volateis durante do armazenamento refrigerado de macgas
'Royal Gala'. 2022. 127f. Tese (Doutorado) - Programa de P6s-Graduagao em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2022.

Atualmente, uma das técnicas mais utilizadas no armazenamento de magas é a
atmosfera controlada (AC), que além da diminuigdo da temperatura, permite a
reducdo na pressao parcial do O2 e aumento do CO2. No entanto, mesmo sob
AC ocorrem perdas durante o armazenamento prolongado, especialmente com
a ocorréncia de disturbios fisiologicos, podridées e alteragbes do sabor/odor
provocados principalmente pelo decréscimo de compostos volateis. Desta
forma, técnicas auxiliares a AC sao implementadas para manter a qualidade
dos frutos durante o armazenamento. Dentre estas técnicas, se destaca a
aplicagcado do 1-metilciclopropeno (1-MCP). Embora estas técnicas associadas
sejam eficientes para manter a qualidade dos frutos, ndo conseguem ter a
mesma eficiéncia na manutengao dos compostos aromaticos da maca. Nao
aplicar o 1-MCP seria uma alternativa para reduzir a perda de compostos
volateis ao longo do armazenamento. No entanto, isto implicaria em acentuada
perda de qualidade. Reduzir o Oz a niveis inferiores aos utilizados na AC seria
uma boa opgao, pois quanto menor for a disponibilidade de Oz para os frutos,
menor sera o seu metabolismo. Mas para reduzir a pressao parcial de Oz de
maneira segura durante o armazenamento, seria necessario 0 monitoramento
do limite minimo de O2 em tempo real para adequar a pressao parcial de Oz ao
metabolismo dos frutos e impedir o metabolismo anaerdbico. Esse sistema de
armazenamento € conhecido como atmosfera controlada dinédmica (ACD).
Neste experimento foi utilizado o sistema ACD baseado na fluorescéncia de
clorofilas (ACD-FC), que € o mais utilizado na atualidade. Assim, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar magas 'Royal Gala' armazenadas em ACD-FC,
em comparagdo a magas 'Royal Gala' armazenadas em AC, em ambos os
casos com e sem aplicagdo de 1-MCP permitindo definir a condicdo de
armazenamento com menor indice de perda de qualidade. As condicbes de
armazenamento avaliadas foram: (AC) armazenamento em atmosfera
controlada com 1,1-1,3 kPa O> + 1,5-1,7 kPa CO. (AC + 1-MCP)
armazenamento em atmosfera controlada com 1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa
CO2 + 1-MCP; (ACD-FC) atmosfera controlada dindmica monitorada pela
fluorescéncia das clorofilas com 0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa CO2 e (ACD-
FC + 1-MCP) atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das
clorofilas com 0,35-0,45 kPa O + 1,1-1,2 kPa CO2 + 1-MCP. Nessas
condigbes, os frutos foram armazenados durante 0, 90, 180 e 270 dias mais
sete dias a 20 °C e umidade relativa de 70 % simulando a vida de prateleira. As
anadlises de qualidade realizadas foram: acidez titulavel, firmeza da polpa,
atividade antioxidante, compostos fendlicos totais, enzimas polifenoloxidase e
peroxidase, producdo de etileno etanol e acetaldeido, compostos volateis e
disturbios fisiolégicos. Nas avaliagbes fisico-quimicas, identificou-se que
independente do sistema de armazenamento, houve decréscimo na acidez dos
frutos. A firmeza da polpa e epiderme foi superior nos frutos em que o 1-MCP



foi aplicado. Os compostos fendlicos e atividade antioxidante foram superiores
nos frutos armazenados em AC + 1-MCP, ACD-FC e ACD-FC + 1-MCP.
Quanto as enzimas peroxidase e polifenoloxidase, a ACD-FC apresentou
comportamento satisfatorio, pois preservou a atividade enzimatica durante os
270 dias de armazenamento. As macas tratadas com 1-MCP foram as que
menos produziram etileno. A producao de etanol e acetaldeido ficaram abaixo
das concentragdes prejudiciais aos frutos. Embora com concentragao reduzida
de compostos volateis, a aplicagdo do 1-MCP se mostrou bastante eficiente na
manutengdo de frutos saudaveis ao longo dos 270 dias de experimento,
implicando em perdas inferiores a 20 %. De forma geral, os compostos volateis
apresentaram elevadas concentragdées no inicio do armazenamento e reducao
significativa a partir de 90 dias. Apenas dois alcodis (2-Phenyl-2-propanol e 2-
methyl-1-butanol) aumentaram a sua concentragdo ao longo de 270 dias de
armazenamento. Nas macas onde nao houve aplicagado de 1-MCP, a producéao
de compostos aromaticos sempre foi superior aos frutos tratados com 1-MCP,
especialmente nas duas primeiras avaliacbes. A ACD-FC manteve a producéao
de compostos volateis superior aos frutos tratados com 1-MCP, mas inferior a
AC. A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, consideramos que a
qualidade das macgas armazenadas em ACD-FC foi inferior a dos frutos
acondicionados em AC + 1-MCP.

Palavras-chave: Malus domestica Borkh, Etileno, Metabolismo anaerdbico,
Aroma, Compostos fendlicos



Abstract

RIBEIRO, Jardel Araujo. Dynamic controlled atmosphere monitored by
chlorophyll fluorescence: assessment of quality and profile of volatile
compounds during refrigerated storage of 'Royal Gala' apples. 2022. 127f.
Thesis (Doctorate) - Postgraduate Program in Food Science and Technology,
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022.

Currently, one of the most used techniques in the storage of apples is the
controlled atmosphere (CA), which, in addition to reducing the temperature,
allows a reduction in the partial pressure of O2 and an increase in CO2.
However, even under CA, losses occur during prolonged storage, especially
with the occurrence of physiological disorders, rotting and decrease of volatile
compounds, causing undesirable changes in taste and odor. In this way,
auxiliary techniques to CA are implemented to maintain fruit quality during
storage. Among these techniques, the application of 1-methylcyclopropene (1-
MCP) stands out. Although these associated techniques are efficient to
maintain the quality of the fruit, they cannot have the same efficiency in the
maintenance of the aromatic compounds of the apple. Not applying 1-MCP
would be an alternative to reduce the loss of volatile compounds during storage.
However, this would imply a marked loss of quality. Reducing O2 to levels
below those used in CA would be a good option, because the lower the
availability of Oz for the fruits, the lower their metabolism. But to safely reduce
the O2 partial pressure during storage, it would be necessary to monitor the O2
minimum threshold in real time to adjust the O. partial pressure to the fruit
metabolism and prevent anaerobic metabolism. This storage system is known
as dynamic controlled atmosphere (DCA). In this experiment, the DCA system
based on chlorophyll fluorescence (DCA-CF) was used, which is currently the
most used. Thus, the objective of this research was to characterize 'Royal Gala'
apples stored in DCA-CF, compared to 'Royal Gala' apples stored in CA, in both
cases with and without application of 1-MCP, allowing to define the storage
condition with lower rate of quality loss. The storage conditions evaluated were:
CA: controlled atmosphere with 1.1-1.3 kPa O, + 1.5-1.7 kPa COg;
CA + 1-MCP: controlled atmosphere storage with 1.1-1.3 kPa Oz + 1.5-1.7 kPa
CO2 + 1-MCP; DCA-CF: dynamic controlled atmosphere monitored by
chlorophylls fluorescence with 0.35-0.45 kPa O + 1.1-1.2 kPa CO2 and
DCA-CF + 1-MCP: dynamic controlled atmosphere monitored by chlorophylls
fluorescence with 0.35-0.45 kPa O2 + 1.1-1.2 kPa CO. + 1-MCP. Under these
conditions, the fruits were stored for 0 d, 90d, 180d and 270 d plus 7 d at
20 °C and relative humidity of 70 %, simulating the shelf life. The quality
analyzes performed were: titratable acidity, pulp firmness, antioxidant activity,
total phenolic compounds, polyphenoloxidase and peroxidase enzymes,
ethylene, ethanol and acetaldehyde production, volatile compounds and
physiological disorders. In the physicochemical evaluations, it was identified
that, regardless of the storage system, there was a decrease in the acidity of
the fruits. The firmness of the pulp and epidermis was superior in the fruits in
which 1-MCP was applied. Phenolic compounds and antioxidant activity were
higher in fruits stored in CA + 1-MCP, DCA-CF and DCA-CF + 1-MCP. As for
the peroxidase and polyphenoloxidase enzymes, the DCA-CF showed
satisfactory effect, as it preserved the enzymatic activity during the 270 days of



storage. The apples treated with 1-MCP produced the least amount of ethylene.
The production of ethanol and acetaldehyde were below the concentrations
harmful to the fruits. Although with a reduced concentration of volatile
compounds, the application of 1-MCP proved to be quite efficient in maintaining
healthy fruits throughout the 270 days of the experiment, resulting in losses of
less than 20 %. In general, the volatile compounds showed high concentrations
at the beginning of storage and a significant reduction after 90 days. Only two
alcohols (2-phenyl-2-propanol and 2-methyl-1-butanol) increased their
concentration over 270 days of storage. In apples where there was no
application of 1-MCP, the production of aromatic compounds was always
superior to the fruits treated with 1-MCP, especially in the first two evaluations.
The DCA-CF maintained the production of volatile compounds higher than the
fruits treated with 1-MCP, but lower than the CA. Based on the results obtained
in the present work, we consider that the quality of apples stored in DCA-CF
was inferior to that of fruits stored in CA + 1-MCP.

Keywords: Malus domestica Borkh, Ethylene, Anaerobic metabolism, Aroma,
Phenolic compounds
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1. Introducgao e Justificativa

A producéo brasileira de maga (Malus domestica Borkh) na safra 2019/2020
foi de aproximadamente 938.665t (ABH&F, 2021). Nesse periodo houve a
importagdo de 107.342 t e exportagdo de 62.574 t (ABH&F, 2021). Estes numeros
indicam que praticamente toda produg¢ao nacional é comercializada/consumida no
mercado interno. A exportacdo de 6,66 % da produg&o nacional, majoritariamente
ocorre no periodo de entressafra no hemisfério norte, sendo feita principalmente
para Bangladesh, Irlanda, Portugal, Reino Unido e Franga (ABM, 2018). As
principais cultivares de magas produzidas no Brasil sdo a Gala e a Fuji, e seus
respectivos clones (LANDAU et al., 2020). A coloragao vermelha da epiderme, a boa
conservagao pos-colheita e, principalmente, as caracteristicas organolépticas que
agradam plenamente o paladar do consumidor brasileiro, foram fatores decisivos
para o crescimento da producgdo e substituicdo da mag¢a importada (FIORAVANCO,
2009).

A atmosfera controlada (AC) é uma tecnologia que ja esta bem estabelecida
para o armazenamento de magas, visando longos periodos. O armazenamento
neste sistema, além do manejo da temperatura e umidade relativa, consiste em
baixar a pressao parcial de oxigénio (O2) e elevar a presséo parcial de diéxido de
carbono (CO2) (MAZZURANA et al., 2016). De acordo com AGAPOMI, (2017)
[Associacdo Gaucha de Produtores de Macga], em torno de 66 % das macas
produzidas no RS foram armazenadas em atmosfera controlada no ano de 2017.
Este tipo de armazenamento reduz a respiragao, a produgdo e a acao do etileno,
retarda o amadurecimento, senescéncia e o desenvolvimento de varios disturbios,
especialmente aqueles relacionados a senescéncia, danos por frio (como a
escaldadura) e o desenvolvimento de fungos patogénicos (BRACKMANN et al.,
2012), prolongando a vida pos-colheita das magas (BOTH et al., 2014; DILLEY,
2010). Entretanto, quando o nivel de O2 é muito baixo, os frutos podem desenvolver
disturbios como auséncia de sabor/odor (off-flavour) e escurecimento dos tecidos
(KE et al., 1993; WRIGHT et al., 2015), como resultado do baixo suprimento de
energia para as células (SAQUET et al., 2000) ou danos por fermentagdo (WEBER
et al., 2015).

20



Além de concentragbes adequadas de gases, temperatura e umidade, o
manejo adequado do etileno é crucial para a obtengdo de magads com qualidade
durante todo o ano (BRACKMANN et al., 2010). Diante disto, a aplicagédo pos-
colheita do fitorregulador sintético 1-metilciclopropeno (1-MCP) é uma pratica
comum, visando a inibigdo da acao do etileno e desta forma, ajudando a manter a
qualidade de diversas cultivares de maga. O uso deste fitorregulador tem aumentado
constantemente nos ultimos anos (STREIF et al., 2010). Isso ocorre, porque além de
inibir a agao do etileno, também tem efeito sobre a expressao de genes relacionados
as enzimas precursoras do etileno, como a ACC oxidase, ACC sintase e receptores
de etileno (WAKASA et al., 2006; TATSUKI et al., 2007). No entanto, mesmo este
fitormbnio apresentando uma série de beneficios, seu uso é proibido em diversos
paises, bem como, sua aplicagdo em produtos organicos de acordo com a National
List of Allowed and Prohibited Substances dos Estados Unidos (TRIVITTAYASIL et
al., 2018). Diante disto, pesquisas estdao sendo desenvolvidas e aperfeicoadas para
acompanhar o metabolismo dos frutos durante o armazenamento e, assim,
estabelecer niveis adequados de Oz e/ou CO2 durante o armazenamento visando
reduzir a incidéncia de disturbios, sem a aplicagdo de 1-MCP. Este sistema é
denominado atmosfera controlada dindmica (ACD). A detecgdo do ponto de
compensagao anaerobico (ou processo fermentativo) em tempo real, que é o
diferencial da ACD, pode ser feita de quatro formas: i) fluorescéncia da clorofila, ii)
produtos da respiragao anaerdbia (etanol), iii) quociente respiratorio (WEBER et al.,
2017) e iv) produgdo de dioxido de carbono (THEWES., et al., 2020d). Embora
existam essas quatro tecnologias, a atmosfera controlada dindmica baseada na
fluorescéncia da clorofila (ACD-FC) é a mais amplamente estudada e utilizada no
mundo pois pode ser aplicada a qualquer produto contendo clorofila. A ACD-FC
consiste em um sistema de monitoramento ndo destrutivo da fluorescéncia das
clorofilas, permitindo a deteccédo de estresse pela baixa concentracdo de O antes
do desenvolvimento de disturbios fisioldgicos das frutas armazenadas neste sistema
(DeLL et al., 1999; PRANGE et al., 2003; RAFFO et al., 2009; BOTH et al., 2018). O
armazenamento em ACD-FC, permite verificar quando a fruta esta sob estresse
devido as baixas concentragdes de O e a adaptagdo dinamica na composigédo deste
gas na camara de armazenamento a niveis inferiores aos estabelecidos no sistema

de armazenamento em oxigénio ultra baixo (OUB), mas ainda tolerados pelos frutos;

21



desta forma, torna-se possivel otimizar os beneficios do OUB sem produzir efeitos
prejudiciais devido a respiragdo anaerdbica (PRANGE et al., 2003; GASSER et al.,
2008). A questao crucial para o armazenamento de frutos em ACD-FC é encontrar
um nivel de O2 em que o metabolismo seja minimo, mas o suficiente para produzir
energia necessaria para o funcionamento normal das células e reparo dos tecidos.
Aliado a isso, € necessario a sinterizagao satisfatoria de compostos volateis no fruto
para obtencdo do aroma caracteristico da magad sem que ocorra O processo
fermentativo. Os produtos do metabolismo fermentativo, quando em altas
concentragdes séo relacionados ao off-flavor (ZANELLA et al., 2005; RAFFO et al.,
2009; WRIGHT et al., 2015), mas quando em baixas concentragdes sao importantes
para a sintese de aroma (WRIGHT et al., 2015).

Além de atributos de qualidade como aparéncia, firmeza e sabor (ESPINO-
DIAZ et al., 2016), atributos sensoriais sdo importantes para conseguir maior
aceitagdo dos consumidores de macad (BONANY et al., 2013). O sabor € uma das
caracteristicas mais importantes e distintivas deste fruto, sendo determinado
principalmente pela relagdo entre agucares e acidos organicos, ja o aroma € uma
mistura complexa de muitos compostos volateis cuja composicéo é especifica para a
espécie e para a variedade (PEREZ; SANZ, 2008; ESPINO-DIAZ et al., 2016). O
aroma depende dos compostos volateis produzidos durante o armazenamento e/ou
vida de prateleira. Condicbes de armazenamento com baixo Oz que inibem a
producédo de etileno, prejudicam a sintese de volateis (BANGERTH et al., 2012;
MATTHEIS et al., 2005) mas tem pouco efeito sobre a biossintese de ésteres
ramificados (ARGENTA et al., 2007; BOTH et al., 2014). Por outro lado, altas
concentracdes de CO2 suprimem a producédo de compostos aromaticos com cadeias
de carbono ramificadas e nao ramificadas, entédo, o alto CO2 provavelmente afeta o
metabolismo de aminoacidos e acidos graxos. O ciclo do acido tricarboxilico, do qual
a maioria dos precursores de aminoacidos € derivado, € inibido por CO2 elevado
(FRENKEL; PATTERSON, 1973). Assim, o CO: influéncia na producdo de volateis
através da supressédo do metabolismo de aminoacidos (BRACKMANN et al., 1993).
A reducdo na producao de aromas também pode ser devida a uma baixa taxa
respiratoria em macgas sob atmosfera controlada, o que pode esgotar os metabdlitos
energéticos armazenados, como ATP e NADPH, necessarios para a biossintese e

catalise de acidos graxos (SAQUET et al., 2003). No entanto, o baixo O2 ndo é o
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unico fator responsavel pela menor producdo de compostos volateis durante o
armazenamento (BANGERTH et al., 2012), pois a aplicagdo de 1-MCP reduz ainda
mais producdo destes compostos. Diante disto, definir condicbes adequadas de
armazenamento em ACD-FC para as principais cultivares brasileiras de macga, sem
a aplicacdo do 1-MCP, é importante para diminuir custos, aumentar a qualidade

sensorial e atender a demanda por maga organica com boa qualidade de consumo.

2. Hipéteses

Macas 'Royal Gala' armazenadas em atmosfera controlada dinamica,
monitorada pela fluorescéncia das clorofilas sem aplicacdo de 1-MCP quando
comparadas a macéds 'Royal Gala' tratadas com 1-MCP e armazenadas em
atmosfera controlada, teréo:

1) menor atividade metabdlica ao longo do armazenamento;

2) melhores caracteristicas fisico-quimicas;

3) maior produgcdo de compostos volateis e aroma caracteristico mais
acentuado;

4) menor incidéncia de disturbios fisiologicos.

3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Caracterizar magas 'Royal Gala' armazenadas em atmosfera controlada
dinamica, monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (ACD-FC), em comparagéo a
macas 'Royal Gala' tratadas com 1-MCP e armazenadas em atmosfera controlada,
permitindo definir a condicdo de armazenamento com menor indice de perda de

qualidade.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o padrao de compostos volateis aromaticos de magas armazenadas
em AC convencional e ACD-FC com o sem 1-MCP apé6s 0d, 90d, 180 d e 270 d de
armazenamento mais 7 dias de simulagao da vida de prateleira a 20 °C;

Avaliar a qualidade fisico-quimica, bioquimicas e disturbios fisiologicos de
macas 'Royal Gala' armazenadas em AC e ACD-FC com e sem 1-MCP ap6s 0 d, 90
d, 180 d e 270 dias de armazenamento, mais 7 dias de vida de prateleira a 20 °C;
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Quantificar a producéo de etileno, etanol e acetaldeido apds a simulagao da
vida de prateleira de cada periodo de armazenamento;

Identificar o tipo de atmosfera com o menor indice de disturbios fisiologicos
apds os armazenamentos de 0 d, 90 d, 180 d e 270 dias, mais 7 dias de vida de

prateleira a 20 °C.

4. Revisao da Literatura
4.1. Armazenamento das macgas

No Rio Grande do Sul (RS), na safra 2020/2021 foram produzidas 630.010 t
de maga (AGAPOMI, 2022), sendo a maior parte dos frutos comercializados in
natura no mercado interno. Para armazenar adequadamente estes frutos, o RS
conta com a capacidade de armazenamento de 159.230 t em camaras refrigeradas
(CR) convencionais e 309.990 t em atmosfera controlada (AC) (AGAPOMI, 2019). O
armazenamento destes frutos deve ser adequado para que no mercado interno haja
oferta de macéd com boa qualidade de consumo ao longo do ano (VITALIJS;
JUHNEVICA-RADENKOVA, 2018). Isso se faz necessario porque o0
amadurecimento de frutos € um processo geneticamente programado, que nos
frutos climatérios ocorre também apds o seu desligamento da planta (CHITARRA,;
CHITARRA, 2005).

4.2. Temperatura e umidade

A temperatura é um dos fatores mais importante durante o armazenamento
para a manutengcdo da qualidade de macads (BRACKMANN et al., 2010). Tanto no
Brasil, como no exterior, ja esta definida, para as principais cultivares de mag¢a uma
temperatura fixa de armazenamento, que permite obter por um longo periodo frutos
com qualidade (BRACKMANN et al., 2010). O armazenamento em AC retarda a
producdo autocatalitica de etileno (MARTIN et al., 2015), ajudando na reducéo da
deterioragdo da cor, firmeza de polpa, sabor e valor nutricional (BRACKMANN et al.,
2008). No entanto, mesmo sob baixa temperatura em AC, ocorrem perdas durante o
armazenamento prolongado (WATKINS, 2010), porque os limites minimos de
oxigénio (O2) devem ser respeitados a fim de evitar danos aos frutos, como a perda
de aromas (ECHEVERRIA et al., 2002; GRAELL et al., 2008). Além disso, quando

nao se consegue um controle eficiente das temperaturas ideais de armazenamento,
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que estdo proximas do limite minimo tolerado pelos frutos, danos também podem
ocorrer (BRACKMANN et al, 2010). Embora a baixa temperatura de
armazenamento reduza a taxa respiratoria e o metabolismo, algumas reagdes s&o
sensiveis e cessam completamente quando abaixo de uma temperatura critica
(BRACKMANN et al., 2010). Dessa forma, a exposi¢cdo dos frutos a temperatura
abaixo da ideal pode promover um desequilibrio no metabolismo, levando ao
colapso das células e a manifestacdo de disturbios fisiologicos. A degenerescéncia
interna da polpa, um dos principais disturbios fisiolégicos de magas, € causada por
temperaturas abaixo do nivel critico. Conforme Gran; Beaudry (1993), esse disturbio
inicia seu desenvolvimento na parte mediana da polpa e, frequentemente, se
estende numa faixa continua. As areas afetadas apresentam uma coloragao
marrom-clara e sdo separadas da epiderme por uma camada de tecido sadio.
Geralmente n&do aparecem sintomas externos, porém o fruto parece ser levemente
esponjoso ao ser comprimido (BRACKMANN et al., 2010).

A recomendacdo de temperatura para o armazenamento de macas 'Gala' e
suas mutantes, ficava na faixa de 0 °C a 0,5 °C. No entanto, alguns pesquisadores
verificaram que o armazenamento entre 1°C e 1,5°C apresentaram melhores
resultados quando comparado com armazenamento sob temperaturas inferiores
(WEBER et al., 2011a; WEBER et al., 2013; BOTH et al., 2015). Os bons resultados
obtidos com temperaturas mais altas durante o armazenamento de macas podem
ser atribuidos a redugdo da respiragao em fungcdo da baixa concentragcdo de O
dentro em AC. Saquet et al., (1997) obtiveram melhor manutencdo da qualidade
gquando as macas ‘Gala’ foram armazenadas a 1 °C do que 0 °C. Para as cultivares
‘Royal Gala’, ‘Galaxy’ e ‘Brookfield’, Brackmann et al. (2009) recomendam
armazenamento a 0,5 °C. Essas variagcdes nas recomendacdes da temperatura ideal
de armazenamento, possivelmente estdo ligadas as condigdes edafoclimaticas de
cultivo e ponto de maturagdo no momento da colheita. A concentragdo de oxigénio
na camara de armazenamento também possui relacdo com a temperatura ideal de
armazenamento. Isso se deve a menor solubilidade do oxigénio nas células de maca
em temperaturas maiores, causando um incremento no limite minimo de O2> com o
aumento da temperatura (WRIGHT et al., 2010). Estes autores monitoraram atraves
da fluorescéncia das clorofilas (FC) o estresse em macas, pela exposi¢do a baixa

pressao parcial de Oz, nas temperaturas de 20,0 °C, 10,0°C, 3,5°C e 0,0°C e
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obtiveram a ocorréncia de pico de fluorescéncia (estresse) em 0,72 kPa de Og,
0,33 kPa de O, 0,22 kPa de O e 0,08 kPa de O, respectivamente. Segundo Wright
et al., (2010), estes resultados indicam o cuidado que se deve ter com a
uniformidade da temperatura dentro das camaras frias durante o armazenamento.
Isso porque a temperatura dos frutos onde estdo os sensores de fluorescéncia de
clorofila pode ser diferente do centro da camara fria. A reducdo da temperatura de
magas armazenadas em grande quantidade em camara fria, pode demorar varios
dias e ser desuniforme, especialmente se temperatura inicial destas macas ("calor
de campo") for muito elevada (WRIGHT et al., 2010). Nesta condigdo a medigéo de
valores de limite minimo de oxigénio (LMO) acaba sendo desuniforme, provocando
metabolismo anaerdbico nos frutos com temperatura mais elevada. Este problema
permanece até que a temperatura dos frutos seja uniforme (WRIGHT et al., 2010).

Atualmente ha pesquisas voltadas para a combinagdo de AC com outras
técnicas que reduzem o metabolismo para possibilitar o aumento na temperatura de
armazenamento. Isso representaria um menor custo durante o armazenamento de
macas. McCormick et al., (2012) observaram que, com a aplicagdo de 1-MCP, foi
possivel elevar a temperatura de armazenamento em 2,4 °C acima da recomendada,
sem prejuizo na qualidade dos frutos e economia de energia, de 30 % em média,
para as cultivares de macé 'Jonagold' e 'Gala' durante 6 meses de armazenamento.
Kittemann et al., (2015) ao trabalharem com as macés 'Golden Delicious', 'Jonagold'
e 'Pinova' também observaram que o emprego de 1-MCP ou de ACD-FC, tém o
potencial de compensar aspectos negativos decorrentes de aumento na temperatura
de armazenamento, possibilitando redugdo no consumo de energia quando
comparado ao armazenamento convencional em atmosfera com oxigénio ultra baixo
(OuB).

A umidade relativa (UR) também tem grande importancia durante o
armazenamento de frutas e hortalicas. Quando excessivamente alta, proporciona
condigbes para o desenvolvimento de doengas fungicas e desordens fisiolégicas e
quando excessivamente baixa, resulta elevada perda de massa e murchamento
(SCHWARZ, 1994; VERAVERBEKE et al., 2003; BRACKMANN et al., 2005; ANESE
et al., 2016). A maioria dos produtos horto fruticolas sao constituidos por
quantidades elevadas de agua, e a manutencdo dos niveis da UR durante o

armazenamento permite evitar as perdas de agua dos frutos, reduzindo as suas
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perdas quantitativas (perda de massa) e qualitativas (plasmdlise) (NGUYEN, et al.,
2007). Anese et al., (2016) hipotetizam que a baixa UR em salas de armazenamento
induz a liberagdo de agua intracelular e celular para a camara de armazenamento,
fato que pode aumentar o espago intercelular e a taxa de difusdo gasosa,
melhorando as trocas gasosas. A difusdo de gases € muito importante para o
metabolismo dos frutos, porque durante a respiragao ocorre a captagao de O, e
a liberacédo de CO2, que precisa ser difundida através da polpa da fruta (HO et al.,
2013). Segundo Brackmann et al., (2004) as condi¢cbes ideais de umidade para o
armazenamento refrigerado de macgéa ‘Gala’ oscilam entre 94 % e 96 % e macé ‘Fuji’
de 92 % a 96 % de UR. O tempo de armazenamento é determinado pelo potencial
genético da cultivar, pelo estadio de maturagdo das magas no momento da colheita,

e pelas condi¢cbes de armazenamento.

4.3. Armazenamento Refrigerado

O armazenamento refrigerado (AR) visa a manutencdo da qualidade,
controlando-se basicamente a temperatura, que diminui a velocidade com que
ocorrem as reacdes bioquimicas na célula, dentre elas a respiragao e a sintese de
etileno, bem como o desenvolvimento de microrganismos (ASIF et al., 2009;
MOSTAFAVI et al., 2013). Isso contribui para manter as caracteristicas fisico-
quimicas, qualidade sensorial e sanidade dos frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005;
BRACKMANN, 2011). O tempo de armazenamento € determinado pelo potencial
genético da cultivar, pelo estadio de maturagdo das magas no momento da colheita
e pelas condigbes de armazenamento. Dentre as tecnologias comumente utilizadas
que prolongam o periodo de oferta deste fruto estdo a refrigeragdo convencional, a
atmosfera modificada ou controlada associadas a aplicagao de inibidores da agéo do
etileno como o 1-metilciclopropeno (1-MCP) (FAWBUSH et al., 2009; HOANG et al.,
2011; WEBER et al., 2013; BOTH et al., 2014). O AR é comumente utilizado para
prolongar a vida util de frutas de clima temperado, ao combinar as baixas
temperaturas, geralmente de -1 °C a 4 °C, com umidade relativa geralmente superior
a 85% (FACHINELLO, 1996; WATKINS et al., 2004; CHONG et al., 2013;
MAZZURANA et al.,, 2016). Esse sistema de armazenamento ndo permite um
periodo de conservagdao muito longo devido ao rapido amadurecimento, a alta

incidéncia de podriddes e aos disturbios fisiolégicos dos frutos (BRACKMANN et al.,
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2005; RUDELL et al., 2011; BULENS et al., 2012). Por isso, o0 armazenamento em
AR vem sendo substituido pelo armazenamento em atmosfera controlada, sistema
mais eficiente na reducdo da respiracdo e da producdo de etileno, e
consequentemente do amadurecimento (ECHEVERRIA et al., 2004; GWANPUA et
al., 2012; BOTH et al., 2014; MAZZURANA et al., 2016).

4.4. Atmosfera Controlada

No armazenamento comercial de macgas, a tecnologia bem estabelecida de
armazenamento em atmosfera controlada (AC) é amplamente utilizada para diminuir
a incidéncia de disturbios fisioloégicos durante o armazenamento e manter a
qualidade dos frutos a longo prazo (RAFFO et al., 2009). O armazenamento neste
sistema, além do manejo da temperatura e umidade relativa, consiste em baixar a
pressao parcial de oxigénio (O2) e elevar a presséo parcial de diéxido de carbono
(CO2) (MAZZURANA et al., 2016). De acordo com a AGAPOMI, (2017), em torno de
66 % das macas produzidas no RS foram armazenadas em atmosfera controlada no
ano de 2017. Este tipo de armazenamento reduz a respiragao, producao e a agao do
etileno, retarda o amadurecimento, senescéncia e o desenvolvimento de varios
disturbios, especialmente aqueles relacionados a senescéncia, danos por frio (como
a escaldadura) e o desenvolvimento de fungos patogénicos (BRACKMANN et al.,
2012), prolongando a vida pos-colheita das magas (BOTH et al., 2014; DILLEY,
2010). Esses processos sao reduzidos devido a redugéo no metabolismo (CERETTA
et al, 2010) e producdo de etileno das frutas, como resposta as baixas
temperaturas. A redugdo na concentracdo de oxigénio no armazenamento em AC
reduz o metabolismo dos frutos pela reducéo da respiracdo, uma vez que 0 O2 é o
aceptor final de elétrons na atividade da enzima citocromo oxidase, da membrana
mitocondrial, durante a respiracdo aerobica (WRIGHT et al., 2015). A baixa
concentragdo de oxigénio também pode atuar de forma indireta pela redugdo na
producdo de etileno (LELIEVRE et al., 1997). O etileno é um dos fitormdénios mais
importantes na regulacdo de quase todas as fases do crescimento e
desenvolvimento das plantas (JOHNSON; ECKER, 1998). Além disso, esta
envolvido no amadurecimento de frutos climatéricos, que apresentam nesta fase um
drastico aumento na sua produgao (GE et al., 2017). O sinal de etileno desencadeia

varias mudancas que levam a conversdo de amido em acucar livre, producdo de
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aroma, degradacdo de clorofila, acumulo de carotenoides e degradagdo de
componentes da parede celular (GRAY et al., 1992).

A exemplo da reducdo na concentracdo de O2, 0 aumento na concentragao de
CO2 na AC também auxilia na reducdo do metabolismo, pela menor respiragao ou
diminuicdo da producao de etileno (KUBO et al., 1990; LIU et al., 2004). Isso ocorre
devido a inibicdo de varias enzimas da rota glicolitica e do ciclo dos acidos
tricarboxilicos, mais especificamente na fosfofrutoquinase, succinato desidrogenase
e isocitrato desidrogenase (KE et al., 1995; LIU et al., 2004). Elevada concentragéo
de CO2 também tem efeito na biossintese de etileno, reduzindo a atividade da
enzima ACC sintase e competindo com o etileno pelos receptores de etileno
(MATHOOKO, 1996). A pressao parcial de um gas em uma mistura € a pressdo que
exerceria se os outros gases nao estivessem presentes. Por exemplo, no ar
ambiente a uma pressdo de 100 kPa (atmosfera tipica), as pressdes parciais do
oxigénio (21,0 %) e do diéxido de carbono (0,4 %), sédo de 21 kPa e 0,4 kPa,
respectivamente. As pressdes parciais de gases recomendadas para o
armazenamento de maga da cv. 'Gala’, e suas mutantes, visando o prolongamento
do armazenamento através da redugao do metabolismo e producéo de fitorménios
séo de 1,0 kPa a 1,2 kPa de Oz e 2,0 kPa a 2,5 kPa de CO, (BRACKMANN et al.,
2010). No entanto, além das variagbes entre as espécies, a concentragdo 6tima de
gases pode variar em funcdo de peculiaridades genéticas de diferentes mutantes,
ainda que originados de uma unica cultivar (BRACKMANN et al., 2009; WEBER et
al., 2013). A 'Galaxy' por exemplo, apresentou melhor qualidade quando os frutos
foram armazenados com pressodes parciais de O variando de 0,8 kPa a 1,0 kPa e
ndo ultrapassando 2,5kPa de CO. (BRACKMANN et al, 2009). E necessario
cuidado na definicdo das pressdes parciais de gases, pois quando as condi¢des de
AC utilizadas durante o armazenamento sao inadequadas para determinada cultivar,
podem ocorrer perdas significativas em fung&o de disturbios fisioldgicos (HO et al.,
2013; WEBER et al., 2013). Esses disturbios sdo ocasionados tanto por pressdes
parciais de CO. acima do limite tolerado pela cultivar (LUMPKIN et al., 2015;
CORREA et al., 2010) quanto por pressdes parciais de Oz muito abaixo do limite
minimo necessario para a produgao de ATP (HO et al., 2013; FRANCK et al., 2007).

Pressao parcial de O2 abaixo do minimo tolerado pelo fruto também provoca

danos (THEWES et al., 2015), como o metabolismo anaerdbico, resultando no

29



acumulo de acetaldeido, etanol, e acetato de etila, que, em altas concentracoes,
podem causar disturbios fisiolégicos (SAQUET, STREIF, 2008; WRIGHT et al.,
2015). As pressdes parciais adequadas sao utilizadas durante todo o periodo de
armazenamento, que pode ser de até nove meses. No entanto, normalmente a
concentragdo de oxigénio recomendada para este tipo de armazenamento mantém
uma margem de seguranga acima do ponto de compensacgéo anaerobico (PCA) ou
seja, o nivel de Oz onde a producdo de CO2 € minima (BESSEMANS et al., 2016).
Abaixo do PCA, a fermentacido, e ndo a respiracdo, dominara o metabolismo dos
frutos (FONSECA; TESTIN, 2004; THEWES et al., 2015; BESSEMANS et al., 2016),
podendo levar a producdo de sabores e aromas anormais e disturbios de
armazenamento (FRANCK et al., 2007; PRANGE, 2005; BESSEMANS et al.,
2016). Quando o PCA fica muito acima dos valores ideais, a taxa de respiragéo
aumenta desencadeando a senescéncia (BESSEMANS et al., 2016) e por
consequéncia uma maior perda de qualidade dos frutos. Cabe salientar que a PCA
pode variar com a estagao, origem, cultivar e a data de colheita da mag¢a (TRAN et
al.,, 2015), obrigando o armazenamento dos frutos com uma concentracédo de
oxigénio acima da PCA, como margem de seguranga. Isso evita a fermentagéo, no
entanto, resulta em mais perdas de qualidade. Portanto, uma abordagem alternativa,
chamada atmosfera controlada dinamica (ACD) foi desenvolvida, visando reduzir

estas perdas e o armazenamento de produtos cultivados no sistema orgéanico.

4.5. Atmosfera Controlada Dinamica (ACD)

A ACD consiste em um sistema de monitoramento ndo destrutivo da
fluorescéncia das clorofilas, permitindo a deteccdo de estresse pela baixa
concentragdo de Oz antes do desenvolvimento de disturbios fisiologicos dos frutos
armazenados neste sistema (DelL et al., 1999; PRANGE et al., 2003; RAFFO et al.,
2009; BOTH et al., 2018). O armazenamento em ACD, permite verificar quando a
fruta esta sob estresse devido as baixas concentracbes de O2 e a adaptagao
dindmica na composi¢céo deste gas na cdmara de armazenamento a niveis inferiores
aos estabelecidos no armazenamento em oxigénio ultra baixo (OUB), mas ainda
tolerados pelos frutos; desta forma, torna-se possivel otimizar os maiores beneficios
do UBO sem produzir efeitos prejudiciais devido a respiragdo anaerobica (PRANGE
et al., 2003; GASSER et al., 2008). O interesse por essa tecnologia também esta
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relacionado a sua potencial aplicagdo a crescente produgdo de macéas organicas,
onde o uso de produtos quimicos na poés-colheita para controlar disturbios e perda
de qualidade geralmente é proibido (PRANGE et al., 2006). Semelhante ao 1-MCP,
a ACD reduz a producéo de etileno, respiracio, perda de firmeza, perda de acidez e
mudanga de cor (ZANELLA et al., 2005; HENNECKE et al., 2008; GASSER et al.,
2010).

Neste tipo de armazenamento, o PCA ¢é monitorado em tempo real,
permitindo detectar quando inicia o processo fermentativo devido as baixas
concentragbes parciais de oxigénio. No entanto, como a tolerancia das espécies e
cultivares de frutas varia, para que nenhuma produgcdo de etanol ocorra,
(LIDSTER et al., 1985; LAU, 1989; KE et al., 1991) diretrizes empiricas ainda sao
necessarias (WRIGHT et al., 2012). Na macga, apds a detecgdo da fermentagéao, &
injetado entre 0,2 kPa e 0,3 kPa de Oz na cadmara de armazenamento, e desta
forma, a respiragdo anaerobica é reduzida, ndo permitindo a ocorréncia de danos ao
fruto (GASSER et al., 2008; WRIGHT et al., 2012). A detecgédo do PCA (ou processo
fermentativo), pode ser feita de quatro formas: (1) através da quantificacdo de etanol
(SCHOUTEN et al., 1998), (2) quociente respiratorio (BESSEMANS et al., 2016), (3)
fluorescéncia das clorofilas (THEWES et al., 2017) e (4) producdo de dioxido de
carbono (THEWES., et al., 2020d). Embora existam essas quatro tecnologias para
detectar o inicio do metabolismo anaerobico, a atmosfera controlada dinémica
baseada na fluorescéncia da clorofila (ACD-FC) é a mais amplamente estudada
(THEWES et al., 2017; ZANELLA; STURZ, 2015; AUBERT et al., 2015; TRAN et al.,
2015) e utilizada no mundo pois pode ser aplicada a qualquer produto contendo
clorofila. Segundo Prange et al., (2013), até a safra de 2012/2013, este sistema de
armazenamento estava sendo utilizado comercialmente para macas e peras em
mais de 15 paises e em mais de 1.200 camaras de armazenamento. No Brasil, a
empresa RASIP, de Vacaria - RS, foi a primeira a utilizar a ACD-FC, no ano de
2010. Posteriormente, outras empresas brasileiras adotaram a técnica, visto que ha

vantagens na conservagao da qualidade comparado a AC convencional.
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4.6. Atmosfera Controlada Dinamica Monitorada pela Fluorescéncia das
Clorofilas (ACD-FC): Mecanismo Fisioldgico e ldentificagdao do limite minimo
de oxigénio (LMO)

No inicio do século 21, um grupo de pesquisa liderado por Robert Prange, no
Canada, propuseram uma nova forma de monitoramento e variacédo de Oz, a ACD
baseada na fluorescéncia de clorofilas (PRANGE et al., 2003; PRANGE et al., 2005).
Esta tecnologia baseou-se no principio de que quando o fruto esta sob estresse por
baixo O2, a emiss&o de fluorescéncia pelas clorofilas, quando estas recebem energia
luminosa, sofre alteragdo. Essa tecnologia foi patenteada com o nome de
HarvestWatch™ (PRANGE et al., 2007) e comercializada pela empresa ltaliana
Isolcell. Em seguida surgiram pesquisas testando e comprovando a eficiéncia desta
tecnologia em diversos frutos, principalmente em magas (DEUCHANDE et al., 2016;
BURDON et al., 2008; LALLU; BURDON, 2006; THEWES et al., 2015; GASSER et
al., 2009; BRIZZOLARA et al., 2017; DeLONG et al., 2006).

Segundo Maxwell; Johnson, (2000) o principio basico da analise da
fluorescéncia da clorofila é relativamente simples. A energia luminosa absorvida
pelas moléculas de clorofila pode seguir um dos trés destinos: i) ser usada para
conduzir a fotossintese (fotoquimica); i) o excesso de energia pode ser dissipado
como calor ou Jjij) pode ser reemitido como luz (fluorescéncia da clorofila). Esses trés
processos ocorrem em competicdo, de modo que qualquer aumento na eficiéncia de
um resultara em uma diminuicdo no rendimento dos outros dois (MAXWELL;
JOHNSON, 2000). O aumento subito de fluorescéncia ocorre devido a incapacidade
da transferéncia da energia luminosa captada pelas clorofilas para os centros ativos
de reagao (USTIN et al., 2009). O estresse que provoca esses 'picos', pode advir de
natureza ambiental (USTIN et al., 2009), como seca, exposicdo a herbicidas,
excesso de luz, temperatura ou redugao excessiva de oxigénio (DeELL et al., 1999;
PRANGE et al., 2007). Até o presente, ndo se tem clareza sobre o mecanismo
fisiologico que faz a clorofila emitir fluorescéncia quando esta sob presséao parcial de
O:2 insuficiente para a respiragdo aerobica (WRIGHT et al.,2011). No entanto, ha
algumas hipoteses sobre esse mecanismo: /) temperatura de armazenamento
quando o O2 esta abaixo do LMO (WRIGHT et al., 2010). As baixas temperaturas,
tipicas durante o armazenamento a frio induzem acidose citoplasmatica no tecido da
planta (YOSHIDA, 1994, YOSHIDA et al., 1999), aumentando a fluorescéncia das
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clorofilas; ii) Prange et al. (2005b) sugeriram que a acidose citoplasmatica, induzida
por baixas concentracbes de O, também pode provocar o aumento subito de
fluorescéncia em frutas e hortalicas. O estresse provocado pelo baixo teor de O; é
conhecido por induzir acidose citoplasmatica em plantas, inclusive em frutas e
hortalicas (ROBERTS et al., 1984; BERTL; FELLE, 1985; GOUT et al., 2001; de
SOUSA; SODEK, 2002). A sensibilidade da fluorescéncia ao pH citosolico poderia
explicar os picos mais baixos em magas armazenadas em temperaturas mais baixas
e por que a intensidade de fluorescéncia, independentemente do estresse, parece
ter um limite. N&o é sabido se os desvios da linha de base de fluorescéncia induzida
pela temperatura refletem mudancas fisiolégicas no fruto e se estao relacionados a
mudangas induzidas pelo oxigénio (WRIGHT et al., 2010); iij) outro possivel motivo
pode estar ligado ao ciclo das xantofilas, atualmente reconhecido como um dos
principais reguladores metabdlicos e também pelo mecanismo fotoprotetor
encontrado nas plantas (WRIGHT et al., 2011). Este ciclo possui um papel
importante na regulagdo da dissipagdo da energia luminosa nos cloroplastos (MA,;
CHENG, 2003; MURCHIE; LAWSON, 2013). A acidificagdo do estroma, reduz a
interconversdo da xantofila em anteroxantina e, posteriormente em zeaxantina, pela
inibicdo da enzima zeaxantina epoxidase (WRIGHT et al., 2011; TAlIZ; ZEIGER,
2013). A conversao da xantofila em zeaxantina é importante para dissipar o excesso
de energia na forma de calor, quando ha excesso de compostos reduzidos (MA;
CHENG, 2003). Quando este processo € inibido, ocorre a emiss&o de fluorescéncia
de clorofila para dissipar o excesso de energia. Através da determinacdo da
fluorescéncia dos cloroplastos, € possivel verificar o nivel de estresse provocado
pelas baixas concentragcdes de oxigénio e identificar o LMO seguro dentro das
camaras de armazenamento. Para isso, sdo alocados de seis a oito frutos dentro de
uma caixa plastica, equipada com um sensor de fluorescéncia (WRIGHT et al,,
2015) FIRM (Fluorescence Interactive Response Monitor). Esta caixa permanece no
escuro, alocada dentro da camara comercial a ser monitorada. Ao redor do FIRM,
estéo localizados quatro LEDs (Light Emitting Diode) de baixa intensidade (Figura 1),
utilizados para estimular os fotossistemas da fruta que sera avaliada (TRAN et al,,
2015).
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Figura 1: Vista esquematica do sistema de detecgdo da fluorescéncia da clorofila de amostras de
maca (TRAN et al., 2015).

Quando os frutos estdo sob estresse por exposicdo a baixas pressoes
parciais de O, a clorofila presente na epiderme dos frutos responde a luz vermelha
emitida pelos LEDs, emitindo fluorescéncia. Essa fluorescéncia é detectada pelo
sensor FIRM, e transformada em um grafico (Figura 2) através de um software
(PRANGE et al., 2007).

O parametro medido durante o armazenamento é o Fa, uma estimativa de
fluorescéncia minima (Fo) da fluorescéncia das clorofilas (PRANGE et al., 2003;
WRIGHT et al., 2008). O Fa aumenta de acordo com o estresse gerado pelas baixas
concentragbes de Oz, gerando um 'pico’ (PRANGE et al., 2007) e evidenciando o
alto nivel de estresse do fruto. A partir da geragao desse 'pico’, a pressao parcial de
O2 devem ser ajustada entre 0,2 kPa e 0,3 kPa acima do LMO (WRIGHT et al.,
2012).
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Figura 2: Efeito da concentragéo de oxigénio (¢) na fluorescéncia da clorofila (linha sélida) em magas
ao longo do armazenamento em ACD-FC (TRAN et al., 2015).
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Para obtencdo de um monitoramento representativo, sdo necessarias varias
caixas com sensores dentro de uma unica camara (WRIGHT et al., 2015). Além
disso, a magnitude de Fa pode variar entre uma amostra e outra. Isso pode ocorrer
devido a diferenca no tamanho dos frutos alocados nas caixas com sensores,
afetando a distancia entre a epiderme e o sensor, mudando assim a intensidade do
sinal (TRAN et al., 2015). A utilizacdo desta técnica, permite ao operador verificar
em tempo real as mudangas provocadas pelas baixas pressbées de O2e o
monitoramento de hora em hora, durante todo o periodo de armazenamento dos
frutos (TRAN et al., 2015). Abaixo descrevemos algumas vantagens e desvantagens

do armazenamento em ACD-FC.

Desvantagens:

1) Requer camaras frias com vedagao perfeita, permitindo a redugdo de
custos na manutencao de baixas concentracdes de Oz (WATKINS, 2016);

2) Maior investimento inicial, especialmente em sensores, equipamentos
eletrénicos e softwares (WATKINS, 2016);

3) Requer a selegao de frutos uniformes e que representem o conteudo de
toda a cdmara de armazenamento (WATKINS, 2016);

4) Requer méo de obra qualificada para interpretar as mudangas nas
respostas dos frutos as baixas concentragbes de Oz (WATKINS, 2016). Além disso,
o operador deve saber que acdo tomar apds identificar as alteracoes;

5) Custo elevado (WATKINS, 2016);

6) Maior potencial de perda na qualidade apés a remogédo do armazenamento
(WATKINS, 2016).

Vantagens:

1) Facil instalagdo desde que as camaras apresentem alta qualidade e
estanqueidade (PRANGE et al., 2012);

2) Nao inibe o amadurecimento dos frutos, apenas atrasa (WRIGHT et al.,
2015);

3) Permite a realizagdo de analises ndo destrutivas em frutas e vegetais que
contenham clorofila (PRANGE et al., 2012);
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4) O monitoramento € rapido e frequente, tanto presencial quanto remoto,
permitindo o arquivamento dos dados para conferéncia (PRANGE et al., 2012);

5) Desnecessario calibrar durante a operacéo (PRANGE et al., 2012);

6) Detecta alteragbes provocadas pela senescéncia, disturbios e/ou condigbes
inadequadas de armazenamento (PRANGE et al., 2012);

7) Permite a reducdo na utilizacdo de produtos quimicos, bem como o
armazenamento de produtos organicos (PRANGE et al., 2012);

8) O equipamento se paga entre 2 e 3 anos em comparagdo com as
despesas anuais com métodos baseados em produtos quimicos (PRANGE et al.,
2012);

9) Reducdo de disturbios e manutencdo da qualidade durante o
armazenamento (WRIGHT et al., 2015).

10) A tecnologia fica sob o dominio da empresa que adquire o sistema.

4.7. Metabolismo fermentativo

A respiragao aerbbica € a degradagao oxidativa de moléculas complexas de
substrato normalmente presentes em células vegetais, como amidos, agucares e
acidos organicos, para moléculas mais simples, como CO. e H.O (GROSS et al,,
2016). Ja a respiragado anaerdbica ou metabolismo fermentativo, ocorre quando a
concentragédo de Oz cai abaixo de um nivel critico, reduzindo a qualidade dos frutos.
Saltveit (2002) e Gross et al.,, (2016) descrevem o processo da seguinte forma:
metabolismo fermentativo ou respiracdo anaerdbica envolve a conversido de
agucares hexose em alcool e CO2 na auséncia de O». O piruvato produzido através
da glicdlise por uma série de reagbes em que Oz ndo é necessario, pode ser
convertido em acido latico, acido malico, acetil-CoA ou acetaldeido (GROSS ef al.,
2016). O tipo de conversdo depende do pH celular, do estresse e das necessidades
metabdlicas da célula (KADER; YAHIA, 2011). A acidificagao do citoplasma aumenta
a atividade da descarboxilase piruvica, que entdo desvia o piruvato para formar CO2
e acetaldeido. O acetaldeido é convertido pela enzima alcool desidrogenase em
etanol com a recuperagdo de NAD* (GROSS et al., 2016). Duas moléculas de
Adenosina Trifosfato (ATP) e 21 Kcal de energia térmica sdo produzidas na
respiragdo anaerébica (fermentagdo alcoodlica) de cada molécula de glicose

(KADER; YAHIA, 2011). Para manter o suprimento de ATP na taxa aerdbica, seriam
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necessarias 19 vezes mais moléculas de glicose, e a glicolise aumentaria em 19
vezes. No entanto, uma vez que apenas duas moléculas de CO> sdo produzidas
durante a glicolise, em vez de seis durante a respiragdo aerdbica, a taxa de
producdo de CO2 ndo aumentaria em 19 vezes, mas apenas em 6,3 vezes (isto €,
19 + 3). Concomitantemente, haveria substancial acumulo de etanol e menores
quantidades de acetaldeido (GROSS et al., 2016). O acetaldeido € um composto
toxico para as células pela sua capacidade de inativar enzimas (CHERVIN et al.,
1996).

A concentracdo de oxigénio na qual ocorre uma mudanga de respiragéo
predominantemente aerdbica para predominantemente anaerobica € conhecida
como ponto de compensagao anaerobico (PCA) (SALTVEIT, 2002). Essa mudancga
depende do estagio de maturagdo da fruta (caracteristicas de difusdo do gas),
temperatura e duracdo da exposicdo a concentragdes indutivas ao estresse. No
entanto, como a concentragdo de oxigénio varia em determinados pontos de um
fruto, as taxas de difusdo e respiragdo também podem variar, tornando algumas
regides aerdbias enquanto outras permanecem anaerdbias (SALTVEIT, 2002,
KADER; YAHIA, 2011; GROSS et al., 2016).

O armazenamento de frutas em atmosfera controlada ajuda a manter varios
atributos de qualidade, como firmeza da polpa, acidos organicos, vitaminas e
agucares, quando comparado ao armazenamento refrigerado (STREIF, 2002;
SAQUET et al., 2008; BUTKEVICIUTE et al., 2021). Além disso, auxilia no controle
de insetos, doengas (KE et al. 1995; BUTKEVICIUTE et al., 2021) e desordens
fisiologicas (SAQUET et al., 2008). No entanto, algumas alteragdes fisiologicas
indesejaveis também podem ocorrer nos tecidos vegetais submetidos as baixas
pressoes parciais de O2 e/ou pressdes parciais elevadas de CO,. Podemos destacar
como alteragdes fisiologicas o metabolismo fermentativo, acumulo de succinato e/ou
alanina (PERATA; ALPI, 1993), diminui¢do no pH celular (LANGE; KADER, 1997) e
diminuicdo nos niveis de ATP citoplasmaticos (SAQUET et al. 2003), reduzindo a
atividade da piruvato desidrogenase (KADER; YAHIA, 2011). A via mais ativa do
metabolismo fermentativo em vegetais resulta no acumulo de acetaldeido e etanol,
catalisados respectivamente pelas enzimas piruvato descarboxilase e alcool
desidrogenase (KE et al., 1994a). No entanto, o acumulo de produtos fermentativos

(isto €, etanol, acetaldeido e acetato de etila) associados a respiragdo anaerobica
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deve ser evitado durante o armazenamento, pois podem produzir aromas anormais
e reduzir a qualidade dos frutos (WRIGHT et al., 2010). O acetato de etila € um
composto volatil intimamente relacionado ao metabolismo fermentativo e ao
desenvolvimento de sabor residual durante o armazenamento (WRIGHT et al,
2015). A principal fungdo do metabolismo fermentativo é usar o NADH e o piruvato
quando o transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa sado inibidos, de modo que
a glicolise possa prosseguir (SAQUET et al., 2008). Isto permite a producao de ATP
através da fosforilagdo do substrato, o que permite que os tecidos vegetais
sobrevivam (DAVIES, 1980; SAQUET et al., 2008). No entanto, o processo
fermentativo produz apenas 2 mols de ATP por mol de glicose em comparagdo com
36 mols através da respiragdo aerodbica, sendo, portanto, muito menos eficiente
(FRANK et al., 2007). Essa menor quantidade de energia disponivel pode causar
disturbios fisiolégicos como o escurecimento dos tecidos (FRANK et al., 2007).
Diante disto, grande parte dos disturbios fisiolégicos que ocorrem devido ao
armazenamento em O excessivamente baixo pode resultar, em parte, de um
suprimento inadequado de energia para as células nesta situacdo (SAQUET et a.,
2000).

O processo fermentativo também pode ser um fenbmeno muito local que
ocorre mesmo em pressdes parciais de O2 moderadas, dependendo do tamanho e
da permeabilidade do tecido da fruta (FRANK et al., 2007). E ndo fica restrito a
baixas pressdes parciais de O, porque foram encontrados metabdlitos tipicos de
fermentacdo, como etanol e acetaldeido, em peras 'Packham's Triumph' mesmo as
frutas estando armazenadas sob pressao parcial de O2 atmosférico (CHERVIN et al.,
1999). Por outro lado, o baixo nivel de oxigénio, quando manejado de forma
adequada, é responsavel pela manutencdo da qualidade dos frutos, pois limita as
atividades de enzimas responsaveis pela produgao de etileno e promove a produgao
de compostos da fermentacdo que estdo associados com a reducdo da sintese de
etileno (PESIS, 2005).

A questéao crucial para o armazenamento de frutos é encontrar um nivel de O2
em que o metabolismo seja minimo, mas o suficiente para produzir energia
necessaria para o funcionamento normal das células e reparo dos tecidos. Os
produtos do metabolismo fermentativo, quando em altas concentragcbes séao
relacionados ao off-flavor (ZANELLA et al., 2005; RAFFO et al., 2009; WRIGHT et
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al., 2015). Porém, quando em baixos niveis sdo importantes para a sintese de
aroma (WRIGHT et al., 2015). Em melbes, a aplicagao de etanol aumentou os niveis
de agucares, especialmente a sacarose, apos quatro dias de armazenamento a
24 °C (LIU et al., 2012). Por outro lado, o suprimento de etanol nas uvas 'Red Globe'
nao teve efeito sobre os niveis de agucar (USTUN et al., 2012). Ja a aplicagao de
etanol (0,5 mL Kg' magas més™') ou acetaldeido (0,25 mL Kg' magéds més'),
durante o armazenamento, teve um efeito negativo sobre a qualidade pos-
armazenamento de magas 'Royal Gala' armazenadas durante oito meses sob
atmosfera controlada. No entanto, o fornecimento de 0,3 mL de etanol Kg' de
macas no més' associado a baixa unidade relativa, melhorou a qualidade pos-
colheita (WEBER et al., 2016).

4.8. Etileno

O etileno (C2H4) € um fitormbnio vegetal que foi descoberto no inicio do
século vinte (LACEY; BINDER, 2014). Esta envolvido na maioria dos processos de
desenvolvimento das plantas, incluindo germinagcdo de sementes, alongamento de
raizes, desenvolvimento de flores, amadurecimento de frutos, através da
coordenacdo e expressdao de muitos genes responsaveis pela degradacdo da
clorofila, sintese de carotenoides, bem como a senescéncia e abscisdo (BAN et al.,
2010; JU; CHANG, 2015; EL-MAAROUF-BOUTEAU et al., 2015). Nas frutas, regula
varios processos associados ao amadurecimento, incluindo amolecimento, mudancga
de cor, acumulo de agucar, produgao de acidos organicos, bem como o acumulo de
metabalitos secundarios (CHERIAN et al., 2015). Este horménio vegetal gasoso,
apresenta efeitos benéficos e prejudiciais durante o armazenamento pos-colheita de
frutas e vegetais (PATHAK et al, 2017). Os efeitos benéficos incluem o
desenvolvimento de cor, e sabor caracteristicos. Por outro lado, pode induzir efeitos
prejudiciais, como a senescéncia, levando a descoloragdo, diminuigdo na firmeza,
aumento da suscetibilidade ao apodrecimento e diminuicdo da vida de
armazenamento (PATHAK et al., 2017). Portanto, desacelerar o amadurecimento &
de suma importéncia no manejo pos-colheita (BAPAT et al., 2010) pois aumenta a
vida util durante o armazenamento, ajudando a manter a qualidade por periodos
prolongados e reduzindo perdas (BLANKE, 2014; WILLS; GOLDING, 2015; PATHAK

et al., 2017). Durante o armazenamento, as frutas e vegetais sdo expostas ao etileno
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endogeno, ou seja, sintetizadas através de processos metabdlicos, bem como ao
etileno exégeno (SALTVEIT, 1999).

A via de Dbiossintese do etileno compreende a conversdo da
S-adenosilmetionina em acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC), sob a agéo
da ACC sintase e a conversao do ACC em etileno, pela acdo da enzima formadora
do etileno ou ACC oxidase (CIARDI et al., 2001; KLEE, 2002; GOLDEN et al., 2014;
CHEN et al., 2018). Esta rota requer ATP, oxigénio e a expressao de genes para a
sintese de enzimas chave como a ACC sintase e ACC oxidase. Estas enzimas
constituem familias multigénicas nas mais variadas espécies vegetais, apresentando
diferente regulacdo em respostas a estimulos ambientais (CERVANTES, 2002).
Wills (2015) sugeriu que, em geral, o etileno poderia induzir respostas fisiologicas
em concentragdes abaixo de 0,001 uL L™'. O aumento na produgéo autocatalitica de
etileno ocorre especialmente durante o amadurecimento para permitir que as
reagoes fisiologicas da fruta acontegcam (SALTVEIT, 2016; QBAL et al., 2017),
especialmente a transformagdo de amido em acgucares, aumento de acidos,
diminuicdo de taninos e hemicelulose e amolecimento dos tecidos da casca e da
polpa (GOLDEN et al., 2014; QBAL et al., 2017).

A maca é classificada como fruto climatérico, que apresenta elevadas taxas
respiratorias durante a maturacdo e o amadurecimento. Esse aumento da respiragao
esta associado ao acréscimo das concentragdes internas de CO: e etileno, que pode
variar muito entre diferentes cultivares (WATKINS et al., 2016¢c). Em geral, as
variedades do inicio da estacdo tém altas taxas de producdo de etileno e
amadurecem rapidamente, enquanto as do final da estagdo tém baixas taxas de
producédo de etileno e amadurecem mais lentamente (WATKINS et al., 2016c). A
rapidez com que corre a maturacao € influenciada pela exposicédo ao etileno. Tanaka
et al., (2015) reportaram que ao realizar analise sensorial em magas “Fuji” cultivadas
organicamente, os sabores foram descritos como pouco doces e florais, indicando
menores teores de ésteres e acgucares do que as macas cultivadas
convencionalmente. Estes autores atribuem estes resultados a deficiéncia na
maturagao ou produgao insuficiente de etileno nos frutos.

A exposicao ao etileno deve ser cuidadosamente balanceada para né&o
ocorrer disturbios pela falta ou excesso de etileno. Diante disto, uma estratégia para

aumentar o periodo de armazenamento dos frutos com qualidade, € retardar a
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producdo de etileno ou diminuir a exposi¢cao dos frutos a este fitorménio (WATKINS
et al., 2016¢), desde que a niveis adequados. Isso é obtido principalmente pelo uso
de baixas temperaturas de armazenamento, aplicagdo de 1-metilciclopropeno (1-
MCP) e acondicionamento em AC (WATKINS, 2003d). A baixa pressao parcial de O>
e alta de CO,, usadas no armazenamento em AC, reduzem a produgéo de etileno e
respiragdo (GORNY; KADER, 1996; GUPTA et al., 2009). Em consequéncia disso,
reduzem-se também outros processos dependentes do etileno e da respiracéo,
como por exemplo, a perda da firmeza da polpa, o consumo de acidos e a mudanga
na coloracdo. O armazenamento de magcds em ACD também diminui
significativamente a atividade da enzima ACC oxidase e producdo de etileno,
mantendo a firmeza da polpa e diminuindo a incidéncia de desordens fisioldgicas
(WEBER et al., 2015). No entanto, até o momento existem poucos relatos sobre o
efeito da ACD no perfil volatil em comparacdo com a AC (WEBER et al., 2015).

4.9. Aplicagao de 1-metilciclopropeno (1-MCP)

A comercializagdo de magas com qualidade durante todo o ano € o resultado
de técnicas adequadas de armazenamento e manejo do etileno (BRACKMANN et
al., 2010). Diante disto, a aplicagdo pos-colheita do fitorrequlador 1-
Metilciclopropeno (1-MCP - C4He), visa inibir a agdo do etileno (C2Hs), ajudando a
manter a qualidade de diversas cultivares de macga, dentre elas podemos destacar a
'Cripps Pink' (HOANG et al., 2011), 'Mclintosh' e ‘Empire’ (NOCK; WATKINS, 2013),
'Gala' (MAZZURANA et al., 2016) e 'Golden Delicious' (GAGO et al., 2016), dentre
outras. Diante disto, o uso deste fitorregulador tem aumentado constantemente nos
ultimos anos (STREIF et al., 2010). Isso ocorre, porque além de inibir a agcdo do
etileno, também tem efeito sobre a expressdo de genes relacionados as enzimas
precursoras do etileno, como a ACC oxidase, ACC sintase e receptores de etileno
(WAKASA et al., 2006; TATSUKI et al., 2007).

O 1-MCP por possuir uma composi¢cdo quimica semelhante ao etileno, liga-se
irreversivelmente aos seus receptores de forma competitiva, no entanto néao
transmite o sinal caracteristico deste fitorménio e, deste modo, bloqueia sua agao
nas células dos frutos, retardando o amadurecimento (SISLER; SEREK, 1997;
BLANKENSHIP; DOLE, 2003; WATKINS, 2006) e prolongando a qualidade
pos-colheita por longos periodos. Segundo Blankenship; Dole, (2003), a afinidade do
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1-MCP pelos receptores € aproximadamente 10 vezes maior que do proprio etileno,
sendo ativo em concentragdes muito menores. Desde a sua aprovagcao em 1996
(SISLER; BLANKENSHIP, 1996), o uso de 1-MCP tem atraido interesse de muitos
produtores de frutas e hortalicas e ja foi aprovado para uso em mais de 40 paises
até 2011 (VALERO et al., 2016). Uma das aplicacbes mais bem sucedidas como
tratamento pos-colheita, foi na industria da maca, pois foi relatado que o 1-MCP
previne a perda da firmeza e acidez (PRE-AYMARD et al., 2005; KOPCKE, 2015) e
reduz os disturbios de armazenamento, como a senescéncia e a escaldadura
superficial em macads (WATKINS, 2009; DIEREND, 2012). Também reduz a
incidéncia de manchas avermelhadas na alface e acumulo de isocumarina em
cenouras (FAN; MATTHEIS, 2000a), lignificagdo de aspargos (LIU; JIANG, 2006),
senescéncia em peras (EKMAN et al. 2004) e perda na firmeza de brécolis (FAN;
MATTHEIS, 2000b). Uma grande vantagem no uso do 1-MCP é o seu efeito
duradouro mesmo durante o armazenamento (STREIF et al., 2010), pois os frutos
permanecem mais firmes e frescos quando comparados aos nao tratados (FAN et
al., 1999; BARITELLE et al., 2001; YOUNES; STREIF, 2005). A acidez titulavel e o
teor de clorofila também séo preservados (FAN; MATTHEIS, 2001). Ja a influéncia
no teor de solidos soluveis € pequena (DeELL et al., 2002). Uma desvantagem no
uso do 1-MCP pode ser a redugao na sintese de compostos aromaticos (XUAN;
STREIF, 2005), especialmente para os frutos colhidos no inicio da safra. Saquet et
al. (2003) demonstraram que a disponibilidade de compostos ricos em energia para
a biossintese de acidos graxos e aromas volateis é limitada sob condigbes de
armazenamento em AC, e inferiram que 1-MCP produz resultados semelhantes pela
reducdo da disponibilidade de energia e substrato para a produgdo de compostos
aromaticos (McCORMICK et al., 2012; STREIF et al., 2010; BANGERTH et al., 2012;
KITTEMANN et al., 2015).

O armazenamento em AC pode prolongar o efeito do 1-MCP sobre as
caracteristicas fisicas e sensoriais de maga e estas duas tecnologias geralmente s&o
mais eficientes quando combinadas (WATKINS et al., 2000). No entanto, as
respostas a aplicagdo do 1-MCP variam em fungdo da espécie, cultivar, regido e
condicdo de armazenamento. A temperatura e o tempo de exposicdo ao produto
também afetam a eficiéncia do mesmo (DeELL et al., 2002; WATKINS, 2016b).
Segundo Kopcke, (2015) a aplicagdo de 1-MCP isoladamente aumenta alguns
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disturbios fisiolégicos em macéas 'Elstar' e o escurecimento interno em outras
diversas cultivares, mas a combinagdo do 1-MCP com a ACD mantém a qualidade
dos frutos e reduz alguns disturbios fisioloégicos associados a senescéncia em
comparagao com um dos tratamentos isolado. Isso proporcionaria maior seguranca
aos produtores pois a agao do 1-MCP pode nao ser satisfatéria quando a colheita e
a aplicagéo do 1-MCP s&o tardias. Mesmo com todos os beneficios acima citados, o
uso do 1-MCP n&o é permitido em produtos organicos de acordo com a National List
of Allowed and Prohibited Substances dos Estados Unidos (TRIVITTAYASIL et al.,
2018). Alem disso, apesar dos beneficios da aplicacdo de 1-MCP na macga, a
combinagdo com outros fatores pos-colheita (temperatura, tipo de atmosfera,
umidade) podem provocar efeitos adversos durante o armazenamento. Em alguns
casos aumenta a incidéncia de podriddes, possivelmente pela reducdo do
mecanismo de defesa do fruto contra o ataque de patogenos (JANISIEWICZ et al.,
2003), uma vez que este mecanismo de defesa necessita de etileno para a sua
ativacdo. O 1-MCP também é responsavel por reduzir a producdo de compostos
volateis (principalmente ésteres), uma vez que o etileno esta diretamente envolvido
nesta sintese (TOMIC et al., 2016; MATTHEIS et al., 2005). Os compostos volateis
emitidos pela magad possuem fundamental importancia na comercializagdo dos
frutos, pois o aroma é um atributo de qualidade. A reducdo no desenvolvimento de
moléculas orgéanicas volateis como ésteres, aldeidos, alcoois e terpenos,
compromete o perfil volatil caracteristico da maca, e por consequéncia, o seu
complexo aromatico e sabor. Estes compostos possuem uma correlacdo positiva
com a producao de etileno (LURIE et al., 2002; BANGERTH; SONG; STREIF, 2012;
DeFILIPPI et al., 2005), tdo logo o 1-MCP possui um efeito direto no perfil volatil dos
frutos tratados. Devido a reducdo dos compostos volateis nas macas submetidas a
aplicacao do 1-MCP, a ACD-FC surge como uma alternativa a este fitormonio pois o
armazenamento em ACD é considerada uma técnica "limpa", de baixo custo a longo

prazo e compativel com o armazenamento de produtos organicos.

4.10. Compostos volateis relacionados ao aroma
A qualidade da maca é determinada por atributos de qualidade como
aparéncia, firmeza e sabor, bem como pela auséncia de disturbios fisioldgicos e

patolégicos (ESPINO-DIAZ et al., 2016). No entanto, o conceito de qualidade em

43



frutas evoluiu, e atualmente atributos sensoriais sdo importantes para conseguir
maior aceitacdo dos consumidores (BONANY et al., 2013). O sabor € uma das
caracteristicas mais importantes e distintivas das macas, sendo determinado
principalmente pelo balango entre agucares e acidos organicos, ja 0 aroma € uma
mistura complexa de muitos compostos volateis cuja composigao € especifica para
cada espécie e variedade (PEREZ; SANZ, 2008; ESPINO-DIAZ et al., 2016). Os
compostos volateis da maca sdo estudados ha mais de 50 anos. Neste periodo,
mais de 400 compostos foram identificados (FORNEY et al., 2009; SALAS
SALAZAR; OLIVAS OROZCO, 2011), sendo todos estes compostos volateis de
grande importancia para o perfil de aroma caracteristico das macgas, porém, a sua
composi¢cado e concentragao diferem entre as variedades (HOLLAND et al., 2005;
LOPEZ et al., 1998). Além disso, a percepgéo do aroma é fortemente influenciada
nao apenas pela abundancia de compostos aromaticos, mas também pela interacéo
dos compostos volateis presentes em uma fruta especifica (APREA et al., 2012). A
produgao também pode ser afetada por varios fatores; antes, durante e apos a
colheita (ESPINO-DIAZ et al., 2016). No Brasil, ¢ uma pratica comum estender o
tempo de armazenamento da macd sob AC por até 8 meses ou 9 meses
(BRACKMANN et al., 2013; WEBER et al., 2013). Esse longo periodo de
armazenamento se deve ao fato de que o Brasil ndo costuma importar macas
durante a entressafra. Como consequéncia desse longo periodo de armazenamento
a emissdo de compostos volateis da macd pode ser afetada (BOTH et al,
2014). Alem disso, esta se tornando uma pratica comum nas camaras de
armazenamento reduzir as pressoes parciais de Oz abaixo daquelas utilizadas
convencionalmente (BOTH et al., 2014).

Os compostos volateis ja quantificados em macéa sao principalmente ésteres
(78 % - 92 % dos volateis), alcoois (6 % - 16 % do total de volateis), aldeidos,
cetonas e éteres (SALAS SALAZAR; OLIVAS OROZCO, 2011; RITA et al., 2011).
Em macas 'Royal Gala' os principais volateis s&o o acetato de 2-metil butila, acetato
de butila, acetato de hexila e butanol (YOUNG et al., 1996). Os aldeidos
predominam em macas imaturas (PAILLARD, 1990; MATTHEIS et al., 1991), mas
seu conteudo diminui a medida que o fruto amadurece, periodo em que a
concentragdo de alcodis e ésteres aumenta, sendo estes ultimos os principais

compostos volateis em magas maduras (FELLMAN et al., 2000). Com relagdo aos

44



alcoois, a sua biossintese envolve enzimas como alcool desidrogenase e
lipoxigenase (DEFILIPPI et al., 2005; ECHEVERRIA et al., 2004a). A disponibilidade
de alcoois € um fator limitante para a biossintese de ésteres (BERGER; DRAWERT,
1984; DEFILIPPI et al., 2005), pois estes sdo derivados de uma reagao catalisada
por alcool aciltransferase envolvendo esterificacdo de alcoois e acil-CoA (SANZ et
al., 1997). A producédo de compostos de fermentagdo, como acetaldeido, etanol e
acetato de etila, que ocorre em frutas durante o armazenamento em atmosfera com
O2 excessivamente baixo, ndo sao desejaveis em quantidades excessivas e
contribuem para off-flavours (FORNEY et al., 2000; WRIGHT et al., 2015), mas na
presenca em pequenas quantidades pode potencializar o aroma e flavour de macgas.
Os ésteres, associados a sabores "frutados" (AHARONI et al., 2000) sdo qualitativa
e quantitativamente predominantes na maioria das macas (LOPEZ et al., 1998),
atingindo grandes percentagens do total de compostos volateis. Por exemplo, em
macas 'Golden Delicious' elas ocupam 80 % (LOPEZ et al., 1998a), em 'Granny
Smith' 88 % (LAVILLA et al., 1999), em Fuji 90 % (ECHEVERRIA et al., 2004) e em
macas 'Starking Delicious' atingem até 98 % (LOPEZ et al., 1998b). Esteres sdo
derivados de aminoacidos e acidos graxos (BAN et al., 2010) sintetizados a partir de
alcoois e acetil-CoAs através da agao do alcool acetil transferase (ATTs)
(LUCCHETTA et al., 2007). A enzima alcool desidrogenase (ADH) também participa
na formacdo de ésteres por liberar substrato (alcodis) para a formagdo de
compostos volateis (DEFILIPPI et al., 2005). Juntamente com os ésteres, o
a-farneseno é um dos compostos volateis mais caracteristicos e abundantes
emitidos pelas macés (APREA et al.,2012) e foi proposto para a classificacédo de
cultivares (Lo SCALZO et al., 2001). Este terpendide é normalmente encontrado em
magads armazenadas (ROWAN et al, 2009), e espera-se que aumente
significativamente com o amadurecimento pés-colheita, a partir dos primeiros dias
(FARNETI et al., 2015).

Apesar das macgas serem armazenadas com sucesso sob atmosfera
refrigerada ou controlada por varios meses (YOUNG et al., 2004), as condi¢gbes de
armazenamento podem reduzir a biossintese de compostos volateis (YOUNG et al.,
2004; ARGENTA et al., 2004) dependendo do tipo de atmosfera empregada e o
periodo de armazenamento (BRACKMANN et al., 1993). As exigéncias para o

armazenamento em AC sao especificas para cada cultivar de maga, pois o
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armazenamento sob condigdes de baixo O- e alto CO- visa retardar a produgéo
autocatalitica de etileno e redugdo na sua taxa de produgdo. Isso diminui a
deterioracdo da cor, bem como a firmeza de polpa, o sabor e o valor nutricional
(ARGENTA, 2002; BRACKMANN et al., 2008) do fruto. No entanto, mesmo em AC
ocorrem perdas durante um armazenamento prolongado (WATKINS, 2010) porque
os limites minimos de O2 devem ser respeitados a fim de evitar danos ao fruto, como
a perda de aromas (ECHEVERRIA et al., 2002; GRAELL et al., 2008). Atmosferas
controladas, especialmente aquelas com ultrabaixo oxigénio (pO2 < 1 kPa), causam
uma redugdo na biossintese de volateis de cadeia linear devido a uma redugéo na
concentragédo de alcoodis e seus ésteres (HARB et al., 2000), exceto para o etanol e
seus derivados, que s&o produzidos em maga sob condi¢gbes anaerdbias (ARGENTA
et al., 2004). A sintese e degradacao de acidos graxos também diminuem (ROWAN
et al., 1996) devido a reducdo da B-oxidagao, atividade da lipoxigenase e biossintese
de etileno (BOTH et al., 2014). No entanto, a disponibilidade de substratos, mais do
que a falta de atividade enzimatica, € o fator mais importante na supressdo de
compostos volateis durante e apos o armazenamento sob atmosfera controlada
(ECHEVERRIA et al., 2008; LARA et al., 2007).

A baixa concentragdo de oxigénio durante o armazenamento tem pouco efeito
sobre a biossintese de ésteres ramificados (ARGENTA et al., 2007; BOTH et al.,
2014). Por outro lado, altas concentracbes de CO2 suprimem a produgdo de
compostos aromaticos com cadeias de carbono ramificadas e ndo ramificadas,
entdo, o alto CO. provavelmente afeta o metabolismo de aminoacidos e acidos
graxos. O ciclo do &acido tricarboxilico, do qual a maioria dos precursores de
aminoacidos & derivado, € inibido por CO: elevado (FRENKEL; PATTERSON, 1973).
Assim, o CO: influencia na producdo de volateis através da supressdo do
metabolismo de aminoacidos (BRACKMANN et al., 1993). A redugédo na produgao
de aromas também pode ser devida a uma baixa taxa respiratéria em magas sob
atmosfera controlada, o que pode esgotar os metabdlitos energéticos armazenados,
como ATP e NADPH, necessarios para a biossintese e desnaturacdo de acidos
graxos (SAQUET et al., 2003). No entanto, o baixo O2 ndo € o unico fator
responsavel pela menor producdo de compostos volateis durante o armazenamento
(BANGERTH et al., 2012). O etileno também desempenha um papel primordial na

producgao volatil tanto na colheita como durante/apds o armazenamento, bem como,
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apos longos periodos de armazenamento sob UBO (DEFILIPPI et al., 2005, FAN et
al., 1998, KONDO et al., 2005, XUAN; STREIF, 2005; IQBAL et al., 2017). Isso
ocorre porque a atividade da AAT e sua transcricdo sao controladas pelo etileno
(DEFILIPPI et al., 2005).

Segundo Igbal et al., (2017), a inibicdo da biossintese de etileno reduz a
producdo de compostos volateis (CVs) e aroma das frutas. De acordo com estes
mesmo autores, foi descoberto que magas transgénicas que expressam genes
"antisense" para o 1-aminociclopropano-1-carboxilato sintase ou ACC oxidase
reduziram consideravelmente a produgao de CVs, especialmente os ésteres (IQBAL
et al., 2017). O mesmo comportamento foi observado no meldo, com genes
"antisense" para a ACC oxidase, com reducido nos ésteres variando entre 60-85%
(BAUCHOT et al., 1998; FLORES et al., 2002; IQBAL et al., 2017). No entanto, a
aplicacdo exogena de etileno reconverteu a evolugdo dos CVs, indicando que o
etileno inibe as principais etapas da biossintese de volateis (IQBAL et al., 2017). Um
estudo com a aplicagdo de 1-MCP e aminoethoxyvinylglicine (AVG) demonstrou que
o etileno regula a biossintese de CVs diretamente pela via de biossintese de volateis
e indiretamente pela percepcéo do etileno (IQBAL et al., 2017). Em damascos
tratados com AVG (inibidor da biossintese do etileno), houve acentuada reducédo na
biossintese de CVs, enquanto que os frutos tratados com 1-MCP (inibidor da agao
do etileno) foram estimulados a desenvolver aldeidos (VALDES et al., 2009; IQBAL
et al., 2017).

A aplicagdo de AVG e/ou 1-MCP bem como o armazenamento por longos
periodos em OUB também diminuem gradualmente a responsividade do fruto ao
etileno, resultando na baixa produgdo de compostos volateis (BANGERTH et al.,
2012). Atualmente, existem poucas ideias sobre como superar essa deficiéncia na
qualidade dos frutos de macieira (BANGERTH et al., 2012) mas a ACD surge como
uma alternativa viavel. No entanto, ha poucos trabalhos avaliando o efeito do
armazenamento em ACD sobre a producdo de compostos volateis. Entretanto, Raffo
et al., (2009) observaram que o armazenamento de magas 'Pinova' em ACD-FC tem
potencial de preservar melhor os compostos aromaticos durante longos periodos de
armazenamento, enquanto em um experimento anterior, usando 1-MCP + OUB
(ultra baixo oxigénio) foi mais eficaz em retardar a degradacéo de acidos organicos
(ZANELLA et al., 2005). Em virtude disso, o armazenamento em ACD-FC,
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diferentemente do 1-MCP + ULO, pode encontrar um campo de aplicacédo especifico
no armazenamento a longo prazo de magas organicas (RAFFO et al., 2009), pois a
utilizagdo desta tecnologia n&o envolve nenhum tratamento quimico. Além disso,
acredita-se que este sistema pode reduzir e/ou impedir o decréscimo de CVs
durante o armazenamento por elevados periodos. Também deve ser destacado que
diferentemente do 1-MCP, a ACD-FC quando adquirida pelas empresas de
armazenamento fica sob o dominio da empresa que a adquiriu, sem a necessidade
de pagamentos adicionais. O mesmo ndo ocorre com o 1-MCP, em que os custos

pelo seu uso ocorrem a cada aplicagao.

5. Materiais e Métodos
5.1. Material vegetal

As magas da cultivar 'Royal Gala' (safra 2016/2017) foram colhidas em um
pomar comercial localizado no municipio de Vacaria (28° 30" 44" S; 50° 56’ 02" W),
Rio Grande do Sul (RS), Brasil e os experimentos conduzidos no laboratério de
Fisiologia Pds-colheita da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil. Na
colheita, os frutos apresentaram firmeza da casca e polpa de 12.71 e 2.59 N
respectivamente, sélidos soluveis (SS) de 12.26 °Brix, acidez total titulavel (AT) de
0.3 % de acido malico 100" de fruta fresca (FF) e indice de iodo amido 6.18 (escala
de 1-10, onde 1 = verde e 10 = maduro). Os frutos foram selecionados, excluindo
aqueles que apresentavam qualquer tipo de lesao visivel ou defeito e as amostras

entdo foram homogeneizadas.

5.2. Aplicagao de 1-Metilciclopropeno

Antes do inicio do experimento, as macgas foram tratadas com 1-MCP
(SmartFresh®, 0,14 % do ingrediente ativo). Para isso, os frutos foram
acondicionados em pequenas camaras experimentais (0,11 m3 e 2,0 £ 0,1 °C) junto
com a solugdo de 1-MCP (concentragdo de 0,625 uyL L' dentro da cémara
experimental) preparada de acordo com as instrugdes da embalagem. A solugao foi
colocada em placas de Petri dentro da camara, hermeticamente fechada e o ar

dentro circulado durante 24 h por um ventilador.
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5.3 Condi¢oes de armazenamento e tratamentos avaliados
Quatro repeticbes analiticas com 18 frutos cada foram alocadas em cabines
experimentais (40 x 40 x 69 cm) sob diferentes condigdes de armazenamento. As
camaras experimentais (CE) foram acondicionadas no interior das camaras frias
com temperatura de 0,5 °C (£ 0,5 °C) e umidade relativa de 90 - 95 % durante todo o
experimento. A temperatura foi controlada por termostato eletrénico e monitorada
diariamente por termémetros de mercurio inseridos na polpa dos frutos. O software
Elipse instalado pela empresa Garten fez o monitoramento e controle automatico da
temperatura e umidade relativa realizando seis leituras por segundo em trés pontos
diferentes de cada camara fria, durante as 24 horas do dia durante todo o periodo do
experimento. Os tratamentos (Figura 1) avaliados com 0 (a), 90 (b), 180 (c) e 270 (d)
dias foram: (i) armazenamento em atmosfera controlada com 1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-
1,7 kPa CO2 (AC); (ii) armazenamento em atmosfera controlada com 1,1-1,3 kPa
O2 + 1,5-1,7 kPa CO2 + 1-MCP (AC + 1-MCP); (iii) atmosfera controlada dinamica
monitorada pela fluorescéncia das clorofilas com 0,35-0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa
CO2 (ACD-FC) e (iv) atmosfera controlada dinamica monitorada pela fluorescéncia
das clorofilas com 0,35-0,45 kPa O + 1,1-1,2 kPa CO2 + 1-MCP (ACD-FC + 1-
MCP).
(a) (b)

(c) (d)

AC AC AC AC
AC + 1-MCP AC + 1-MCP AC + 1-MCP AC + 1-MCP
ACD-FC ACD-FC ACD-FC ACD-FC

ACD-FC + 1-MCP

ACD-FC + 1-MCP

ACD-FC + 1-MCP

ACD-FC + 1-MCP

Camara Frian.° 1

0 dias de
armazenamento

Camara Frian.° 2

90 dias de
armazenamento

CamaraFrian.° 3

180 dias de
armazenamento

Camara Frian.’ 4

270 dias de
armazenamento

5

7 dias de simulacao da vida de prateleita com
temperatura de 20 °C (£ 2 °C) e umidade relativa de 70 % ( 5 %)

Figura 3. Disposigao dos tratamentos (i, ii, iii € iv) ao longo de 0 (a), 90 (b), 180 (c) e 270 (d) dias de
armazenamento de magas 'Royal Gala' em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa
COz2)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa COz2) + 1-MCP], ACD-FC
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[atmosfera controlada dinamica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-
1,2 kPa COz2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das
clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa COz) + 1-MCP]. Apés o armazenamento nas camaras frias,
os frutos foram submetidos a mais 7 dias de simulagdo da vida de prateleira.

5.4. Implementag¢ao e monitoramento da AC e ACD-FC

Todas as macas foram mantidas a 5 °C no primeiro dia e a temperatura
baixada para 0,5 °C ao longo dos 5 dias seguintes. Posteriormente, as condi¢des de
armazenamento foram estabelecidas nas CE individuais. As pressdes parciais de Oz
e CO; foram obtidas com o auxilio do analisador de gases Multiplex® (Isolcell, Italia),
que usa uma célula eletroquimica ou paramagnética para analise de O, enquanto
utiliza uma célula infravermelha para analisar o CO2. O software Isolcell do
equipamento permitia analisar e ajustar em tempo real as concentracbes de gases
gracas aos cilindros de Oz, CO2, N2 e adsorvedor de CO, acoplados ao sistema. O
monitoramento da fluorescéncia das clorofilas ocorreu através do sistema
HarvestWatch™ (Satlantic Inc. Halifax, Nova Scotia, Canada) que também era
atrelado ao Multiplex®.

A implementagao da AC ocorreu com a redugao do O até a presséo parcial
desejada (1,1-1,3 kPa) com a injecdo de nitrogénio (N2). O CO2 (1,5-1,7 kPa) foi
ajustado injetando e/ou adsorvendo CO; quando necessario. O Multiplex® analisava
periodicamente as pressdes parciais de gases em cada CE, e quando necessario,
fazia a adequacéo dos gases automaticamente.

A implementagao da ACD ocorreu através do monitoramento da fluorescéncia
das clorofilas pelo sistema HarvestWatch™ (Satlantic Inc. Halifax, Nova Scotia,
Canada) que consiste em alocar seis macas dentro de um recipiente plastico (com
as laterais perfuradas) com um sensor FIRM (Fluorescence Interactive Response
Monitor) instalado na parte superior do recipiente. Foi colocado um recipiente com o
sensor e as macas dentro de cada uma das CE e suas respectivas tampas de vidro
cobertas com plastico preto para proteger o sistema da luz. A ACD-FC foi
estabelecida de acordo com Prange et al., (2007), Mditshwa et al., (2017) e o
manual do equipamento. Apos a ativacdo do sistema de monitoramento de
fluorescéncia, a pO2 foi reduzida a 1 kPa com a injegdo de N». Posteriormente, o
processo respiratorio reduziu a pO2 até que uma mudanga na fluorescéncia fosse

detectada. O ajuste da menor concentragcédo de O: tolerada pelo fruto foi determinada
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pela identificagdo da pO2, onde uma inflexdo no sinal de fluorescéncia foi detectada
e, em seguida, aumentando a pO2 em 0,2 kPa como um fator de seguranga. O
oxigénio dentro das CE de ACD variaram de 0,01 a 0,5 kPa. A pCO: foi mantida
entre 1,1-1,3 kPa, obtida através do processo respiratério dos frutos, e quando
necessario algum ajuste, o software adsorvia ou injetava CO2 automaticamente. A
fluorescéncia das clorofilas foi monitorada a cada sessenta minutos durante todo o
periodo de armazenamento do experimento. Ao final de cada periodo de
armazenamento (0, 90, 180 e 270 dias), os frutos foram mantidos a 20 °C (+ 10 %) e
umidade relativa entre de 60 (x 10 %) por sete dias, para simular a vida de prateleira

(Figura 1.).

5.5. Preparacao de amostra

As macas foram armazenadas por até 9 meses nas condicbes acima
mencionadas e as avaliagdes da producdo de compostos volateis e fisico-quimicas
foram realizadas apds cada periodo de armazenamento. Uma fatia transversal da
parte equatorial foi retirada dos frutos previamente resfriados a 0 - 5 °C (temperatura
da polpa), descartando o endocarpo e as sementes. Todo procedimento foi realizado
a baixa temperatura (5 - 15 °C), para evitar a oxidagado quimica e enzimatica das
amostras. As amostras (cubos com casca e polpa), bem como 0s sucos (casca e
polpa moidos e filtrados acondicionados em frascos de vidro ambar) foram

imediatamente congelados a -30 °C.

5.6. Analises de qualidade de frutas
5.6.1. Solidos soluveis totais (SST)

Avaliado por refratometria com 1 mL de suco obtido das 18 magés de cada
repeticdo. Foi utilizado o refratbmetro digital marca ATAGO modelo PAL1 com

compensacgao automatica da temperatura. Os resultados foram expressos em °Brix.

5.6.2. Acidez titulavel (AT)
Realizada pela titulagdo de 10 mL do suco da polpa diluida em 90 mL de agua
destilada, com solugédo de NaOH 0,1 M até o pH atingir 8,1. Os resultados foram

expressos gramas (g) de acido malico 100 g' de FF.
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5.6.3. Firmeza da polpa (FP)

Determinada de acordo com a metodologia adaptada de Melo; Boas; Justo
(2009) com o auxilio de um analisador de textura (TA-XT plus 40855, Stable
Microsystems, England). As leituras foram realizadas na porgéo intermediaria dos
frutos com ponteira de 2 mm de didametro, profundidade de penetragdo de 5 mm,
velocidade de pré-teste de 1,0 mm s, teste de 2,0 mm s™', pos-teste de 10,0 mm

s™! e forga de 5 kg. Os resultados foram expressos em Newton (N).

5.6.4. Atividade antioxidante total (DPPH")

Avaliada pelo método descrito por Brand-Williams et al., (1995) com algumas
adaptagdes. Os extratos para quantificar o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e os
compostos fendlicos totais foram obtidos através da adicdo de 10 mL de metanol em
2,5 g de maga fresca (polpa e casca) e homogeneizados (homogeneizador ultra-
turrax, IKA, Artur Nogueira, SP) durante 1 min. As solug¢des resultantes foram
centrifugadas (Eppendorf-Centrifuge 5810 R) a 3050 g por 30 min a 1,0 °C. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -18 °C até a analise. Extrato de macga
(100 pL) foi adicionado a 3900 pL de solugdo DPPH (em metanol) e a mistura de
reacao foi mantida no escuro por 24 h. Apos esse periodo, as absorbancias foram
lidas espectrofotometricamente a 515 nm e os resultados expressos em mg de

Trolox equivalente.100 g™' de FF.

5.6.5. Compostos fendlicos totais

Quantificado de acordo com a metodologia adaptada de Swain and Hillis
(1959). Resumidamente, uma aliquota de 250 uL de extrato (obtido da forma
descrita na metodologia do DPPH") foi combinada com 250 pyL de reagente Folin-
Ciocalteu 0,25 M e 4000 pL de agua ultrapura. Apdés 3 min de reagao, 500 uL de
Na2-COs3 0,5 M foram adicionados para incubacgao por 2 h em temperatura ambiente
e leitura de absorbancia em 725 nm. Os resultados foram expressos em miligramas
equivalentes de acido clorogénico.100 g' de FF. Foi usada a curva padrdo de acido

clorogénico (0,0 mg mL" a 0,5 mg mL™").
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5.6.6. Enzima polifenoloxidase (PPO)

Determinada de acordo com a metodologia adaptada para micro quantidades
descrita por Cano et al., (1997), com base no aumento da taxa de absorbéancia
(420 nm) a 25 °C. Os extratos de maga foram obtidos da seguinte forma: 10 mL de
tampédo de fosfato (0,2 M, pH 7), contendo 0,2 g de polivinilpirrolidona foram
adicionados a 5 g de maga (casca e polpa) e homogeneizados por 1 min
(homogeneizador ultra-turrax, IKA), filtrado e centrifugado a 16000 g, por 15 min a
4 °C. Uma aliquota de 18,3 pL do sobrenadante foi entdo misturada com 110 pL de
catecol 0,2M e 146 pL de tampao fosfato 0,05 M, pH 7,0. A atividade enzimatica foi
monitorada espectrofotometricamente a 420 nm por 3 min. Os resultados foram

expressos como AA420 min-' g de fruta fresca.

5.6.7. Enzima peroxidase (POD)

Determinada de acordo com a metodologia adaptada para micro quantidades
descrita por Cano et al., (1997), com base no aumento da absorbéancia (485 nm) a
25 °C, utilizando o mesmo extrato obtido para analise da polifenoloxidase. Uma
aliquota de 55 uL de extrato de macga foi misturado com 82,5 yL de tampao de
fosfato (0,05 M, pH 7,0), 55 uL de peroxido de hidrogénio (1,5%, vv ~1) e 27,5 uL de
guaiacol. A atividade enzimatica foi calculada com base em o aumento da
absorbancia em 485 nm em fungéo do tempo (3 min). Os resultados sao expressos

como AA485 min~"' g' de fruta fresca.

5.6.8. Producao de etileno

Aproximadamente 1,5 kg de maga ficaram acondicionados por
aproximadamente 2 h em frascos de 5 L hermeticamente fechados. Apds, quatro
repeticdes analiticas por tratamento foram realizadas, injetando em cromatografo a
gas (CG) 50 pL do headspace de cada frasco. O CG-430-FID da marca Varian®
estava equipado com coluna capilar CP-SIL-8CB para determinar a concentragao de
etileno no espago superior de cada recipiente. A temperatura do injetor, coluna e
detector eram: 125, 60 e 225 °C, respectivamente. A concentracdo de etileno foi
quantificada positivamente pela injecdo de gas padrdo. Os resultados foram

expressos como ng kg™' s,
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5.6.9. Producao de acetaldeido e etanol

Quantificados de acordo com Saquet and Streif (2008) pela técnica do
headspace. O suco das amostras (10 mL) foram acondicionados em frascos-ampola
de 20 mL, hermeticamente fechados e alocados em banho-maria (65 °C) durante
60 min. Apds, 100 pL do headspace foi injetado em um CG CBGC-430-FID,
equipado com coluna capilar CP-FFAP a 175 °C e detector de ionizacdo a 200 °C.
Os compostos foram identificados e quantificados a partir de curva padrdo das

solugdes padrao do acetaldeido e etanol, com resultados expressos em pL L.

5.6.10. Analise dos compostos volateis

Realizada conforme protocolo descrito por (BOTH et al., 2014) com pequenas
modificagdes. Um dia antes de avaliar os compostos volateis, as amostras ficaram
acondicionadas a 5 °C por 24 h para descongelarem. Apds, uma aliquota de 10 mL
foi acondicionada em um frasco de 50 ml. Neste frasco, acrescentou-se 3 g de NaCl,
10 L de solugéo padrao de 3-octanol (82,2 uyg mL™") e em seguida os frascos foram
selados com tampa de silicone revestidos com PTFE. Para extrair os compostos
volateis do headspace, as amostras foram submetidas a microextragdo em fase
sélida (HS-SPME). Uma fibra de divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) (Supelco, 50/30 ym x 20 mm) foi pré-condicionada seguindo o
protocolo do fabricante. Os frascos contendo as amostras foram submersos em
banho-maria a 35 °C por 5 min. Posteriormente, a fibra foi exposta ao headspace de
cada amostra por 60 min sob agitagdo constante.

Os compostos volateis foram quantificados em um CG Shimadzu QP2010
UltraPlus (Shimadzu Jap&o) equipado com um detector de massas (CG-MS). A fibra
foi dessorvida termicamente na porta de injecdo a uma temperatura de 250 °C por
10 min, em um modo splitless. Os compostos foram separados em uma coluna
capilar OV-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O hélio foi usado como gas de arraste
na taxa de fluxo (3 mL min'). A temperatura inicial da coluna foi ajustada para 35 °C
e mantida por 8 min. Em seguida, um gradiente de temperatura foi iniciado em 2 °C
min~' até 140 °C, mantendo esta temperatura por 2 min, seguido com uma rampa de
aquecimento de 10 °C min™ até 260 °C, e mantido em condi¢cdes isotérmicas por

5 min. A temperatura no detector foi mantida a 230 °C.
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A analise qualitativa foi realizada por cromatografia gasosa Shimadzu
QP2010 Plus acoplada a espectrometria de massa (GC/MS; Shimadzu Corporation,
Kyoto, Jap&o). Para essas analises, foram utilizadas as mesmas condi¢coes
cromatograficas descritas acima e o hélio foi o gas portador da coluna. O detector foi
operado no modo de ionizagao por impacto de elétrons com energia de ionizagao de
+70 eV e uma faixa de massa de varredura de 35 a 350 m/z. Os analitos foram
identificados a partir da comparagao dos indices de similaridade e espectro de
massas com o banco de dados do sistema do Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia (NIST11), indice de retengao e indice de retengado calculado a partir de
uma série homologa de hidrocarbonetos C8-C40 de acordo com Van den Dol e Kratz
(1963). A analise quantitativa foi determinada por padronizagao interna de acordo
com os métodos descritos por Ban et al. (2010) e Qin et al. (2012).

5.6.11. Disturbios fisiolégicos

A incidéncia de podriddo, degenerescéncia senescente, rachaduras na
epiderme e polpa, polpa farinacea, bem como qualquer outro disturbio fisiologico foi
determinado pela presenga ou auséncia de lesbes que impossibilitassem o
consumo/comercializacdo das macas. As frutas saudaveis foram determinadas pela
contagem de macgas que ndo apresentavam nenhum tipo de doenga ou disturbio

fisiologico. Os dados foram expressos em porcentagem.

5.6.12. Analise estatistica
ApoOs a analise de variancia dos dados (p < 0,05), as médias de tratamento
foram submetidas ao teste da Diferenca Minima Significativa (DMS) (p < 0,05).

Essas analises foram realizadas por meio do software estatistico Statistica.

6. Resultados e Discussao
6.1. Parametros fisico-quimicos

Segundo Harker et al., (2008) a firmeza é o atributo dominante na aceitagao
da macad pelo consumidor, mas os teores de solidos solluveis e acidez também
desempenham um papel importante na definicdo de qualidade. E importante
considerar estes atributos, pois ofertar frutos com qualidade pode levar a um

aumento na demanda, elevando o lucro e/ou volume de negocios (HARKER et al.,
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2008). No entanto, a ma qualidade pode reduzir a demanda, prejudicando o retorno
financeiro das empresas (HARKER et al., 2008; SADAR et al., 2016). Segundo Batt;
Sadler (1998), a resposta dos consumidores a compra de magas de baixa qualidade
varia, podendo ocasionar a reduc¢ao do retorno a compra de maca, troca de cultivar
e/ou substituigdo de macgéa por outra espécie de fruta. Argenta et al., (2015) reporta
uma pesquisa da Confederacdo Nacional da Agricultura evidenciando que
aproximadamente 60 % dos consumidores brasileiros se dispdem a substituir o
consumo de frutas por outros alimentos, tais como laticinios, produtos de padaria e
guloseimas quando a qualidade e/ou os pregos se distanciam de suas expectativas.

Diante da importancia de manter a qualidade dos frutos ofertados ao consumidor, a
avaliacdo dos solidos soluveis (dados nao apresentados) nao identificou diferengas
estatisticas entre o sistema de armazenamento e/ou aplicagdo de 1-MCP, ficando
com valor médio de 12,58 °Brix. Isso pode ser explicado porque a baixa temperatura
e o0s baixos niveis de oxigénio nos ambientes de armazenamento inibiram
efetivamente a taxa de reagdes biologicas (TRAN et al., 2015). Por outro lado, uma
parte do agucar utilizado para a atividade respiratéria pode ter sido compensada
pelo agucar produzido a partir da conversdao do amido (TRAN et al.,, 2015). Este
resultado esta de acordo com os reportados em outros estudos (BOTH et al., 2014,
WEBER et al., 2017 e ANESE et al., 2019) sobre magas armazenadas em atmosfera

controlada estatica e dindmica.
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Figura 4. Acidez Titulavel de magéas 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3
kPa O: + 1,5-1,7 kPa COz2)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa CO2) +
1-MCP], ACD-FC [atmosfera controlada dinamica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-

0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa COz2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dinAmica monitorada pela
fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa COz2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7
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dias de simulagao da vida de prateleira. Barra vertical indica a diferenga minima significativa (DMS) (p
<0,05).

Quanto a acidez titulavel (Figura 1), de forma geral, houve um decréscimo de
35 % ao longo dos 270 dias de armazenamento em todos os tratamentos. Nos frutos
armazenados sob ACD-FC, o decréscimo na acidez foi menos acentuado do que
nas demais formas de armazenamento em 90 e 180 dias, mas nao diferindo em 270
dias. Segundo Tran et al. (2015), a diminuicdo da acidez se deve a atividade
respiratoria celular, onde os acidos organicos servem como substratos que entram
no ciclo de Krebs para obter pequenas quantidades de energia nos processos de
reparagao celular (TAlZ;, ZEIGER, 2002). Normalmente observa-se maior
decréscimo na acidez em frutos armazenados em AC do que em ACD. Isso ocorre
devido a taxa respiratoria mais elevada em frutos armazenados em AC, decorrente
de concentragdes de oxigénio (1,1 kPa O? - 1,3 kPa O?) mais elevadas durante o
armazenamento (THEWES et al., 2017). Utilizando temperatura de armazenamento
diferente da utilizada neste experimento (0,5 °C), Both ef al. (2018), ao trabalharem
com magas 'Galaxy' armazenadas a 1 °C e 1,5 °C, sem a aplicagdo de 1-MCP, n&o
identificaram diferengas na acidez titulavel entre as frutas armazenadas em AC ou
ACD monitorada pelo Quociente Respiratério (ACD-RQ). No entanto, a 2,0 °C, o
armazenamento em ACD-RQ manteve o conteudo de acidos significativamente mais
alto, confirmando que 2,0 °C pode ser uma boa temperatura para o armazenamento
de macga 'Galaxy' em DCA-RQ, mas ndo em AC. Normalmente trabalhos com maca
armazenadas em AC e ACD nao apresentam diferencas estatisticas entre os
tratamentos e ao longo do armazenamento (BOTH et al., 2014; BRIZZOLARA et al.,
2017; THEWES et al., 2015). No entanto, nossos resultados estdo de acordo com os
reportados por Weber et al., (2020) ao trabalhar com macgas Braeburn. Alguns
autores reportam que a queda na acidez ocorre nos sete dias de simulagido da vida
de prateleira, pois a temperatura de armazenamento elevada acelera o metabolismo
dos frutos.

Como destacado anteriormente, a manutencao da firmeza da polpa da maca
€ um ponto critico apdés o armazenamento a longo prazo, pois afeta a preferéncia
dos consumidores pela sensac¢ao de textura crocante e de suculéncia (BOTH et al.,
2018). Nossos resultados mostraram efeito significativo na firmeza da epiderme e

polpa (Figura 5a e 5b) através da combinagdo entre condicdo e tempo de
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armazenamento. Apds 9 meses de armazenamento mais 7 dias simulando a vida de
prateleira esperava-se que as macas acondicionadas em AC sem aplicagao de 1-
MCP ficassem menos firmes que do que as tratadas com 1-MCP. Esta expectativa
resultou da constatagcdo da recorrente utilizacdo de 1-MCP pelo setor produtivo no
intuito de melhor preservar a qualidade da macé, inclusive sua textura, ao longo do
armazenamento (KLEIN et al., 2021). Além disto, a aplicagdo deste fitormdnio reduz
a acgao/producdo de etileno e as taxas de respiracdo, especialmente apds
armazenamento prolongado (KLEIN et al., 2021; LU, Xingang et al., 2018). A perda
de firmeza esta relacionada a solubilizacdo da pectina da parede celular e da lamela
meédia pela atividade de enzimas modificadoras da parede celular, como [-
galactosidase, a-L-arabinofuranosidase e pectato liase, que sdo desencadeadas
pelo etileno (BOTH et al., 2018). Como os frutos armazenados em AC sem 1-MCP
estdo sob o efeito de concentragbes elevadas de etileno, a diminuicdo da firmeza

ocorre mais significativamente.
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Figura 5. Firmeza da epiderme (a) e polpa (b) de magas 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera
controlada (1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa COz)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz +
1,5-1,7 kPa CO2) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia
das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa CO2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada
dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa CO2) + 1-MCP]
por até 9 meses mais 7 dias de simulagdo da vida de prateleira. Barra vertical indica a diferenca
minima significativa (DMS) (p < 0,05).

Nos frutos em que o etileno foi inibido (Figura 5a e 5b), a queda na firmeza foi
quase inexpressiva, independente da forma de armazenamento (AC ou ACD). Isso
corrobora a eficacia do 1-MCP na inibicdo da ac&o do etileno (SISLER; SEREK,
1997). Aliado a isto, a baixa concentragcdo de O2 aparentemente foi outro fator
preponderante (BOTH et al., 2018), pois a ACD-FC + 1-MCP foi o tratamento onde a
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firmeza praticamente ndo mudou ao longo de 9 meses de armazenamento.
Temperaturas de armazenamento mais elevadas (1,0 °C, 1,2°C 1,5°C e 2,0 °C)
também teriam a capacidade de auxiliar na manutencdo da firmeza da polpa ao
longo do armazenamento (ANESE et al., 2019; BOTH et al., 2018; MAZZURANA et
al.,, 2016). Nas macgés armazenadas sob ACD-FC a diminuicdo da firmeza se
manteve ligeiramente inferior a dos frutos onde o 1-MCP foi aplicado (AC + 1-MCP e
ACD-FC + 1-MCP). Isso demonstra que o armazenamento de macgas sob baixas
concentragdes de oxigénio reduz a perda de firmeza devido a redug&o da produgéo
e a acdo do etileno (ORTIZ; GRAELL; LARA, 2011). Por outro lado, as macgas
armazenadas sob pO2 superior e sem 1-MCP (AC) apresentaram maior perda de
firmeza de polpa. Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os
obtidos em magas 'Galaxy' (THEWES et al., 2020), 'Golden Delicious', 'Braeburn’,
'‘Cripps Pink' (ZANELLA; ROSSI, 2015), 'Granny Smith' (MDITSHWA et al., 2017b) e
'Gala' (WEBER et al., 2015).

6.2. Compostos bioativos e atividade enzimatica

Os compostos fendlicos desempenham um papel essencial ao estender o
periodo de armazenamento e a vida de prateleira da mac¢ad (MDITSHWA et al.,
2017a). Segundo Mditshwa et al., (2017a) ha pesquisas demonstrando que macgas
('Cortland' e 'Empire') resistentes a disturbios fisiologicos, geralmente apresentam
maiores teores de fendlicos quando comparadas com cultivares suscetiveis. As
mudangas nas concentragdes de compostos fendlicos totais (CFT) s&o mostradas
na figura 6a. Nos primeiros 90 dias os CFT aumentaram 7,58 %. Este aumento
ocorreu em todas as formas de armazenamento e sem diferenga estatistica entre
elas. Segundo Leja; Mareczek; Ben, (2003) o aumento nos CFT, observado nos
primeiros 90 dias seguido da simulacdo da vida de prateleira, pode ser atribuido ao
etileno. Este hormdnio estimularia a atividade da fenilalanina aménia-liase, uma
enzima chave na biossintese de compostos fendlicos e acumulo de constituintes
fendlicos (LEJA; MARECZEK; BEN, 2003; RITENOUR; AHRENS; SALTVEIT, 1995).
Apos os primeiros 90 dias, os fendlicos diminuiram gradativamente. As macéas
acondicionadas sob ACD-FC + 1-MCP foram as que apresentaram a maior
estabilidade com queda de apenas 9,62 % no teor de fendlicos ao longo de 270 dias

de armazenamento. No acondicionamento em ACD-FC, mesmo sem a adicdo de
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nenhum composto quimico, a queda no teor de fendlicos foi de 17,96 %. A
degradacgéao fendlicos das macgas durante o armazenamento pode ser resultado do
ataque por espécies reativas de oxigénio ou polimerizagdo dos compostos fendlicos
monomericos (MA et al., 2019; PIRETTI; GALLERANI; BRODNIK, 1996). Stanger et
al., (2018) avaliaram os CFT em magas 'Galaxy' armazenadas por 270 dias em ACD
e AC e nao identificaram diferenca estatistica na casca. Na polpa, as maiores
concentragbes dos CFT foram obtidas na ACD. Leja; Mareczek; Ben, (2003)
relataram aumento nos fendlicos de magéas 'Jonagold' e 'S'ampion'. Ha na literatura
diversas tendéncias no comportamento de fendlicos com uma grande variedades de
magas (KAWHENA; FAWOLE; OPARA, 2021). Segundo Mditshwa et al., (2017a),
avaliar os efeitos do armazenamento em ACD nos compostos fendlicos individuais e
nas suas vias metabolicas também deve ser considerado (MDITSHWA et al.,
2017a). Isso poderia ser util para melhorar a tecnologia ACD (MDITSHWA et al.,
2017a).

Diversos fatores interferem nos tipos e concentragcdes de fendlicos na maga
(JAKOBEK; GARCIA-VILLALBA; TOMAS-BARBERAN, 2013; MDITSHWA et al.,
2017a), mas cinco classes se destacam: procianidinas, a classe mais abundante
(40 % - 89 %), seguida por acidos hidroxicindmicos, dihidrocalconas, flavonais,
antocianinas e flavan-3-ols (ZIELINSKA; TUREMKO, 2020). As antocianinas que
contribuem para a cor vermelha dos frutos da maga sao encontradas exclusivamente
na casca e representam menos de 8 % dos fendlicos totais (WOJDYLO,;
OSZMIANSKI, 2020; ZIELINSKA; TUREMKO, 2020). A estes compostos s&o
atribuidos os efeitos benéficos a salde encontrados na magd (ZIELINSKA,;
TUREMKO, 2020). Dentre eles destacam-se a prevengdo de doengas
cardiovasculares, asma e outras disfungbes pulmonares, diabetes, obesidade e
cancer, bem como neurodegeneracgéao relacionada a idade (DURALIJA et al., 2021;
ZIELINSKA; TUREMKO, 2020). Além disso, o contetdo e a composigdo dos
polifendis presentes nas magas sao importantes devido a sua contribuicdo para a
qualidade sensorial da fruta fresca e dos produtos processados de maga (SUN et al.,
2002). Assim, o armazenamento de mag¢as em ACD associado ou ndo ao 1-MCP
pode levar a uma dieta com maior teor de compostos bioativos, refletindo em
beneficios a saude dos consumidores (STANGER et al., 2018) e diminuindo a queda

na qualidade dos frutos ao longo do armazenamento.
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Nas frutas e hortalicas, dentre outros vegetais, a capacidade antioxidante é
responsavel pela eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) durante o
armazenamento, implicando na melhora na qualidade pds-colheita (MDITSHWA et
al., 2017a). Na macga, o armazenamento apropriado geralmente esta associado a
preservagao da capacidade antioxidante (ADYANTHAYA et al., 2009). Portanto, as
condigbes de armazenamento pos-colheita e os tratamentos devem manter ou
melhorar o sistema antioxidante na macad (MDITSHWA et al., 2017a). Segundo
Adyanthaya et al., (2009), a atividade antioxidante esta diretamente ligada aos
fendlicos presentes no fruto, sendo légico supor que os frutos com maior quantidade
de fendlicos sao melhor preservados devido a seus sistemas aprimorados de
resposta antioxidante ligados a eliminagéo de radicais livres. Porém, neste estudo, a
atividade antioxidante (Figura 6b) aumentou em todos os tratamentos ao longo do
armazenamento de forma concomitante a significativa redugdo na concentracdo de
compostos fendlicos totais nos referidos tratamentos (Figura 6a). Entretanto, frutos
com maior quantidade de fendlicos ao longo do armazenamento também
apresentaram maior atividade antioxidante. Mas a tendéncia dos fendlicos foi inversa
a da atividade antioxidante. Os frutos que foram acondicionados em AC + 1-MCP,
ACD-FC e ACD-FC + 1-MCP né&o diferiram estatisticamente nos 0 d, 90 d e 270 d de
armazenamento. Em 180 d, a maior atividade antioxidante foi obtida na ACD-FC + 1-
MCP. Leja; Mareczek; Ben, (2003) identificaram comportamento semelhante em
magas 'Jonagold' e 'S'ampion' armazenadas em AC por 120 d mais 7 d de simulagao
de vida de prateleira. Estes autores atribuiram este comportamento a composigao
dos fendlicos sintetizados pela casca (JU; BRAMLAGE, 1999). Também destacaram
que a separagao dos fendlicos parece ser necessaria em futuras investigagdes. Ja
Floegel et al., (2011) relataram que o método ABTS é considerado mais preciso do
que o método DPPH para a quantificacdo da atividade antioxidante por refletir
melhor a atividade antioxidante em alimentos ricos em compostos hidrossoluveis e
lipossoluveis e na pigmentagao. Stanger et al., (2018) armazenaram magas 'Galaxy'
em AC e ACD e n&o identificaram efeitos na atividade antioxidante na polpa da fruta.
Eles atribuiram isto ao fato de que em amostras complexas, como a fruta, a
atividade antioxidante € o resultado da presenca de varias moléculas diferentes que
apresentam efeitos sinérgicos (STANGER et al, 2018). Assim, a atividade

antioxidante na polpa ndo esta relacionada a uma unica classe de compostos,
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devido aos efeitos sinérgicos e aditivos (BOLLING; CHEN; CHEN, 2013; STANGER
et al., 2018). Ha poucos trabalhos avaliando a atividade antioxidante (Figura 6b) de
magas armazenadas em ACD. Dentre eles se destacam as variedades ‘Pero de
Cehegin’ (ABRIL; RODRIGUEZ-VERASTEGUI; ARTES, 2018) e 'Granny Smith'
(KAWHENA; FAWOLE; OPARA, 2021; MDITSHWA et al., 2017a).
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Figura 6. Compostos fendlicos totais (a), atividade antioxidante (b), peroxidase (c) e polifenoloxidase
(d) de magas 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa
CO2)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa CO2) + 1-MCP], ACD-FC
[atmosfera controlada dinamica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-
1,2 kPa COz) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das
clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa CO2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7 dias de simulagao
da vida de prateleira. Barra vertical indica a diferenga minima significativa (DMS) (p < 0,05).

O escurecimento enzimatico € uma das reacdes mais importantes que
ocorrem em frutas e vegetais (TANG et al., 2020). Este processo é uma
consequéncia da enzima polifenoloxidade (PPO) catalisando a oxidacdo de
compostos fendlicos em ortoquinonas (DEUTCH, 2018). Em células vegetais
normais, os compostos fendlicos estdo localizados no vacuolo e a PPO nos
plastidios (TANG et al., 2020). Porém, danos nos tecidos vegetais provocam a

ruptura dos plastidios e vacuolos, permitindo o contato da enzima com os compostos
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fenodlicos, e assim desencadeando o escurecimento enzimatico (TANG et al., 2020).
A enzima peroxidase (POD) também tem agédo de PPO (JUNG; WATKINS, 2011).
Ainda que o seu papel no escurecimento enzimatico esteja sob debate devido as
baixas concentragdes internas de H>O> que limitariam a atividade da POD, seria
possivel a sua atividade estar envolvida em processos lentos, como escurecimento
interno (JUNG; WATKINS, 2011; TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001). Além disso, a
PPO e a POD poderiam agir sinergicamente (JUNG; WATKINS, 2011). Até onde
sabemos, ndo ha na literatura trabalhos avaliando a POD e PPO de macgas 'Royal
Gala' armazenadas em ACD. De acordo com a avaliagdo da POD (Figura 6c¢), os
resultados deste trabalho permitem inferir que o armazenamento de magas em ACD-
FC, associado ou n&o ao 1-MCP, afeta muito pouco a atividade da POD ao longo de
270 d, sendo que esta observagdo se torna mais evidente aos 270 d de
armazenamento. A preservagdo da atividade da POD é desejavel pois a mesma
protege as células de danos ao remover o excesso de radicais livres (TANG et al.,
2020). Ademais, a atividade da POD esta associada ao amadurecimento (INGHAM,;
PARKER; WALDRON, 1998; LEE; MATTHEIS; RUDELL, 2019), bem como ao
controle do escurecimento interno da mac¢ad (LEE; MATTHEIS; RUDELL, 2019;
RICHARD-FORGET; GAUILLARD, 1997). Assim, preservar a atividade enzimatica
ao longo do armazenamento pode ser um indicativo de manutencdo da qualidade,
inibicdo do escurecimento interno bem como a postergacdo da senescéncia. Em
magas da variedade 'Gala’, os tecidos do cortex provenientes da extremidade do
caule podem ser mais suscetiveis a degradagao da polpa quando comparados com
os tecidos do cértex provenientes da extremidade do calice, pois 0 amadurecimento
destas macéas tendem a comecar no caule e terminar no calice (LEE; MATTHEIS;
RUDELL, 2019; OPARA; STUDMAN; BANKS, 1997). Essa caracteristica provocaria
o escurecimento mais elevado nas regides da extremidade do caule do que nas
regides da extremidade do calice (LEE; MATTHEIS; RUDELL, 2019; OPARA;
STUDMAN; BANKS, 1997). Diante disto, o acondicionamento adequado seria
determinante para manter a qualidade e a cor dos frutos. Nos frutos acondicionados
em ACD-FC + 1-MCP a atividade da POD (Figura 6¢c) aumentou ao longo do
armazenamento, com valores médios de 7,44 no inicio do armazenamento (0 d) e
8,87 AA min'g' de FF no final (270 d). Ja os frutos armazenados em ACD-FC

apresentaram tendéncia semelhante nos primeiros 180 d e queda nos ultimos 90 d
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de armazenamento. Cabe destacar, que nesta forma de armazenamento (ACD-FC),
nao houve diferenca estatistica na atividade da POD entre o inicio e o final do
armazenamento (0 d e 270 d), inferindo ag&o efetiva do acondicionamento sob ACD.
Nas macés acondicionadas em AC ocorreu aumento na atividade da POD até 90 d,
ja as acondicionadas em AC + 1-MCP a mesma se manteve estavel. Entre 0 d e
180 d praticamente n&o houve alteragdo nestes tratamentos (AC e AC + 1-MCP).
Entre 180 d e 270 d percebeu-se queda acentuada na atividade enzimatica.

Na figura 6d observa-se as variagbes da PPO. Nos primeiros 90d de
armazenamento ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos. No entanto,
ao considerarmos o inicio (0 d) e o final do experimento (270 d) percebemos que nas
magas acondicionadas em ACD-FC e ACD-FC + 1-MCP ocorreu aumento na
atividade da PPO em 13,93 % e 12,16 % respectivamente. Os frutos acondicionados
em AC + 1-MCP apresentaram queda intermediaria na atividade da PPO e os
acondicionados em AC apresentaram uma queda mais acentuada ao considerar
todo o periodo de armazenamento. Estes resultados estdo de acordo com os
reportados por Jung; Watkins, (2011) pois em seu experimento com magas 'Empire'
(armazenamento em AC por até 10,5 meses), a atividade da PPO foi maior em
frutas tratadas com 1-MCP do que em frutas ndo tratadas. Yuan et al., (2021)
reportam que o bom resultado observado na ACD-FC + 1-MCP pode ser atribuido ao
tratamento com o 1-MCP e as concentracées adequadas de O, e CO2 as quais as
macgas foram submetidas. Isso diminuiria a atividade fisiologica das magas ao
restringir a respiracdo e a geragdo de etileno. Também deixaria as células
semidormentes, proporcionando mais resisténcia a estresses adversos
(FERNANDEZ-TRUJILLO; NOCK; WATKINS, 1999; YUAN et al., 2021). Como os
frutos acondicionados apenas em ACD-FC (sem aplicagdo de 1-MCP) tiveram
comportamento semelhante aos tratados com 1-MCP infere-se que a aplicagéo de 1-
MCP nestas situagbes seria dispensavel. Nao aplicar 1-MCP permitiria reduzir os
custos, bem como permitir armazenar macgéas cultivadas no sistema organico.
Embora a atividade da PPO esteja correlacionada com o escurecimento da polpa
(HAN et al., 2020; JUNG; WATKINS, 2011; KOUSHESH SABA; WATKINS, 2020;
TANG et al., 2020), é satisfatério observar a atividade enzimatica ativa ao longo do
armazenamento, o que permite deduzir que as condicdes de armazenamento

utilizadas neste experimento foram adequadas.
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Figura 7. Produgao de etileno nas microcamaras de armazenamento das macgas 'Royal Gala'
armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa CO2)], AC + 1-MCP
[atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa CO2) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera controlada
dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa CO:) e ACD-
FC + 1-MCP [atmosfera controlada dinamica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45
kPa Oz + 1,1-1,2 kPa COz) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7 dias de simulagédo da vida de prateleira.
Barra vertical indica a diferenga minima significativa (DMS) (p < 0,05).

E bem conhecido que o etileno influéncia amplamente a qualidade dos frutos,
especialmente a diminuigdo da firmeza, por controlar a quantidade e a atividade das
enzimas degradadoras da pectina (HARB et al., 2012; LI et al., 2017; TOIVONEN;
BRUMMELL, 2008; WEBER et al., 2020). Com o intuito de reduzir a agédo do etileno,
utiliza-se o 1-MCP, que bloqueia os receptores de etileno localizados
majoritariamente no reticulo endoplasmatico da membrana celular, inibindo a ligagao
do etileno aos seus receptores e, consequentemente, reduzindo seus efeitos
fisioldgicos (ANESE et al., 2019; LACEY; BINDER, 2014; SISLER; SEREK, 1997).
Na figura 7, aos 45 d de armazenamento, visualizamos facilmente a agdo do 1-MCP
nas macgas, pois nas camaras experimentais (CE) onde estavam os frutos nao
tratados (AC e ACD-FC), a producéo de etileno foi bastante superior a aquelas onde
os frutos foram tratados (AC + 1-MCP e ACD-FC + 1-MCP) com o 1-
metilciclopropeno. Cabe destacar que embora ndo estivessem sob a agcédo do 1-
MCP, as macgas acondicionadas em ACD-FC tinham uma concentracédo de etileno
53,3 % inferior aos frutos tratados e acondicionados em AC. A microcamara com a
menor concentragao de etileno ao longo de todo o armazenamento foi a ACD-FC +
1-MCP, com valores médios de 0,45 uL L-'. Como descrito anteriormente, os frutos
nao tratados tinham elevada concentracdo de etileno aos 45 d. Posteriormente

nestas CE houve queda na concentragdo, terminando com valores meédios de
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0,59 uL L'. Os frutos tratados mantiveram as suas concentragdes com poucas
alteragdes. E importante destacar que para adequar/manter as concentracdes de O
e CO2 nas CE, sempre que necessario o Multiplex® adsorvia e/ou injetava os gases
necessarios e durante estas trocas gasosas controladas, o etileno presente neste
espaco possivelmente era eliminado. Aliado a isto, a agdo do 1-MCP e as baixas
pressoes parciais de Oz e CO2 poderia explicar as baixas concentragdes de etileno
nas CE. Segundo Brackmann et al., (2000) quanto mais baixa a concentracdo de
etileno durante o armazenamento de magéas cultivar 'Royal Gala', maior € a retengéo
da firmeza de polpa, sendo que, para os demais atributos de qualidade,
concentragbes inferiores a 1,0 yL L' apresentam efeito semelhante. A remocao,
bem como a manutencao do etileno no ambiente de armazenamento melhora ainda
mais a conservagcdo e a qualidade da macg¢a 'Gala’, aumentando o tempo de
armazenamento da fruta (BRACKMANN et al., 2003; BRACKMANN; SAQUET,
1999). Estima-se um aumento no tempo de armazenamento variando de 30 d a 45 d
com a remogao do etileno (BRACKMANN et al., 2003). A respiracdo e a taxa de
producédo de etileno podem ser reduzidas efetivamente alterando a concentracéo da
composi¢do do gas circundante, enfraquecendo assim o efeito do etileno, atrasando
a maturagao e senescéncia e controlando o crescimento de patogenos e insetos (HU
et al., 2019; Ql et al., 2021). Contudo, o armazenamento em atmosfera controlada &
baseado em um sistema atmosférico estatico; portanto, o acumulo de etileno é
inevitavel (Ql et al., 2021). Por esse motivo, muitos métodos foram desenvolvidos
recentemente para a remocdo do etileno que se acumula no ambiente de
armazenamento e transporte (Ql ef al., 2021). Ql et al., (2021) destacaram o inibidor
de etileno (1-MCP), adsor¢do, oxidacdo direta, oxidacdo catalitica de baixa
temperatura, oxidacdo fotocatalitica e oxidacdo catalitica de plasma. Embora
existam todos estes métodos, é importante avaliar o custo de implementacdo destes

sistemas e o retorno financeiro que estes proporcionaram para o setor atacadista.

6.3. Producao de etileno e metabolismo anaerdébico

O 1-MCP afetou fortemente a producdo de etileno (Figura 8a), nao
importando o sistema de armazenamento. Onde ele foi aplicado (AC + 1-MCP e
ACD-FC + 1-MCP), as concentragdes de etileno produzidas foram baixissimas e

decrescentes, com médias que comegaram em 1,80 ng kg's' e terminaram em
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0.68 ng Kg-'s™!, correspondendo a uma redugido média de 62 % no periodo. Nas
magas em que nao ocorreu a aplicagdo do 1-MCP, os frutos armazenados em AC
apresentaram elevada produgédo de etileno (C2H4), com concentragbes médias
comegado em 5,48 ng kg's' e terminando em 3,51 ng kg's'. Na ACD-FC a
resposta ao armazenamento foi semelhante a AC, com concentragdes médias de
5,28 ng Kg's™" no inicio do armazenamento e 4,50 ng Kg''s™' no final. E interessante
observar que nos frutos acondicionados em ACD-FC a producdo de etileno foi
levemente superior a dos frutos armazenados em AC a partir dos 90 dias de
armazenamento. De acordo com Both et al., (2018) o efeito do 1-MCP na redugéo
da producgao de etileno em macéas armazenadas em camaras refrigeradas (GAGO et
al., 2015) ou AC (WATKINS; NOCK, 2012) é bem conhecido. A ACD também reduz
satisfatoriamente a producgéo de etileno, mesmo sem aplicagado de 1-MCP (BOTH et
al., 2017; BRACKMANN; WEBER; BOTH, 2015; STANGER et al., 2018; THEWES et
al., 2020; THEWES, et al., 2017). No entanto, n&o identificamos este beneficio em
nosso experimento. Dentre os diversos fatores que provocam redugao na producgao
de etileno (Figura 8a) em magas armazenadas em ACD, consta a elevada produgéo
de etanol (PESIS, 2005; THEWES et al., 2020; THEWES, et al., 2015; WEBER et
al., 2020). No entanto, a quantidade de etanol identificada (Figura 8b) foi elevada
apenas aos 90 d de armazenamento. Este poderia ser um dos motivos para nao ter
ocorrido reducédo na producgao de etileno nas magas armazenadas em ACD. Outra
possivel explicagdo pode ser atribuida a quantificacdo do etileno que ocorreu
somente ao final da simulagdo de cada vida prateleira (7 d a 20 °C), quando a
concentragdo de etanol na macé ja teria reduzido para valores iniciais (DIXON;
HEWETT, 2000). Também deve-se considerar que embora a quantidade de etileno
produzida pelos frutos armazenados em ACD-FC seja alta na simulagéo da vida de
prateleira, nas CE as concentragbes de etileno foram sempre inferiores a 1,4 uL L™
(Figura 7).
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Figura 8. Produgéo de etileno (a), etanol (b) e acetaldeido (c) das magas 'Royal Gala' armazenadas
em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa CO3)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada
(1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa COz2) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera controlada dindmica monitorada
pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa COz) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera
controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa
CO2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7 dias de simulagao da vida de prateleira. Barra vertical indica a
diferenga minima significativa (DMS) (p < 0,05).

O acetaldeido, etanol e acetato de etila, sdo metabdlitos de respiragao
anaerdbia produzidos pelas magas mesmo em condi¢des aerdbias e constituem os
primeiros indicadores de metabolismo anaerdbico (PESIS, 2005). Dentre estes, o
mais nocivo € o acetaldeido, pois é rapidamente transformado em etanol pela
enzima alcool desidrogenase (LEE et al., 2012; PESIS, 2005). Na quantificacéo de
etanol (Figura 8b), realizada apds a simulagdo da vida de prateleira, ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos, os quais apresentaram concentragao
inicial média de 7,34 ug L-'. Aos 90 d, ocorreu a produgdo maxima de etanol (média
de 69,91 pL L") nos frutos acondicionados sob AC, AC + 1-MCP e ACD-FC +
1-MCP. Nas magas acondicionadas em ACD-FC a concentragéo de etanol (565,45 uL
L") foi levemente inferior a dos demais tratamentos. Apds o pico de metabolismo
anaerobico ocorrido aos 90 dias, ocorreu declinio na concentragdo de etanol em

todas as formas de armazenamento. Apds 180 d, os frutos acondicionados em ACD
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novamente acumularam um pouco menos de etanol do que aqueles acondicionados
em AC.

O acetaldeido (Figura 8c) apresentou comportamento semelhante ao etanol,
mas com diferengas mais claras entre os sistemas de armazenamento, sendo que
na fase inicial (0 d) a concentragdo média foi de 2,23 uL L-'. Entre 0 d e 90 d houve
o0 aumento mais proeminente durante o armazenamento, seguido de queda aos
180 d e 270 d. As diferengas mais claras sio identificadas aos 270 d, com as macas
que foram acondicionadas em ACD-FC + 1-MCP apresentando as maiores
concentracdes de acetaldeido e as acondicionadas em AC + 1-MCP as menores
concentracdes. Cabe salientar que a excecdo dos 90d de armazenamento, as
demais deteccdes de acetaldeido foram inferiores a detecgédo inicial. Wood et al.,
(2022) reportaram concentragdes despreziveis de etanol (18,7 puL L") e de
acetaldeido (< 2,1 pyL L") para as variedades de magé 'Golden Delicious', 'Jonagold'
e 'Kanzi' armazenadas por 84 d em AC e submetidas a anoxia (0 d - 3 d) no inicio do
armazenamento. Em 7 d de anoxia, as maiores concentragdes de etanol
identificadas foram de 112 yL L', 460 uyL L' e 178 uL L' nas variedades 'Golden
Delicious', 'Jonagold' e 'Kanzi', respectivamente. Nossos resultados sdo consistentes
com as baixas concentragdes de etanol (Figura 8b) e acetaldeido (Figura 8c) obtidos
em pesquisas anteriores (WOOD et al., 2022). Desconsiderando possiveis disturbios
fisiologicos provocados pelo etanol, sensorialmente as concentragbes quantificadas
sdo consideradas aceitaveis (KE; RODRIGUEZ-SINOBAS; KADER, 1991; WOQOD et
al., 2022). Junto as agroindustrias da Alemanha do setor de macé, considera-se que
o sabor é prejudicado quando as concentragdes de etanol sdo superiores a 50 yL L™’
(FELLNER, 2010; WOOQD et al., 2022). Ke; Rodriguez-Sinobas; Kader (1991) apos a
realizagcdo de analise sensorial relataram a identificacdo de um ligeiro sabor
estranho provocado pelo de etanol, em concentragdes > 200 pL L', em peras do
'Século 20'. Também destacaram a grande variagdo que ocorre nas frutas e o limiar
de identificagdo. Concluiram exemplificando um ligeiro sabor estranho apenas com
concentragdes > 1000 pL L' e > 2000 L L' em macgas 'Yellow Newtown' e ameixas
'‘Angeleno’ respectivamente (KE; RODRIGUEZ-SINOBAS; KADER, 1991). Ao
considerar possiveis disturbios provocados pela producdo de acetaldeido, que é
convertido em etanol, € possivel observar a elevada resisténcia que a variedade

'Royal Gala' apresenta a concentragbes extremamente baixas de O durante o
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armazenamento (BOTH et al., 2014). Segundo Pesis, (2005), o acetaldeido e etanol
estdo envolvidos na vida pds-colheita dos frutos, especialmente durante a fase de
desenvolvimento dos volateis ligados ao aroma e ainda ndo ha um consenso quanto
ao acumulo de acetaldeido e a deterioracéo fisioldgica do fruto. O que se sabe € que
em pequenas quantidades, esses metabdlitos tém efeitos benéficos na fruta,
enquanto em grandes quantidades também ocorrem efeitos negativos, como o
desenvolvimento de sabores estranhos (PESIS, 2005). A fermentagcdo ndo é
necessariamente prejudicial as fungdes celulares normais, desde que os niveis de
energia sejam adequados para uma atividade metabdlica minima e o acumulo de
volateis ndo se torne excessivo (WRIGHT et al., 2015). Isso ndo quer dizer que o
estresse provocado pelo baixo teor de oxigénio e a via de fermentagcdo sejam
estritamente benéficos (WRIGHT et al.,, 2015). Vegetais que apresentam baixos
niveis de atividade alcool desidrogenase, com capacidades de fermentagdo mais
baixas, normalmente tém taxas mais baixas de sobrevivéncia sob estresse de baixo
oxigénio (ISMOND et al., 2003; ROBERTS et al., 1984; WRIGHT et al., 2015).
Segundo Wright et al., (2015), ao controlar as concentragdes de piruvato (substrato
inicial para a fermentacéo e respiragdo mitocondrial), a fermentagdo pode regular a
taxa de respiragdo mitocondrial, conservando assim niveis limitados de O
(ZABALZA et al., 2009). A regulacdo do metabolismo celular também pode ser
alcancada por meio de alteragbes na taxa de glicolise (WRIGHT et al., 2015). Wright
et al., (2015), observaram que a taxa de glicélise diminui sob condi¢ées de hipoxia,
uma resposta que conserva o consumo de oxigénio, mas aumenta quando a anoxia
é alcangada, para aumentar a produgao de energia do metabolismo de fermentacéo
pouco eficiente (GEIGENBERGER et al., 2000). O oxigénio € o receptor de elétrons
no complexo citocromo oxidase terminal da mitocéndria durante a respiragcao aerdbia
(WRIGHT et al., 2015). Se os niveis de Oz nos tecidos se tornam limitantes, as
células vegetais recorrem ao processo de fermentagdo, o qual € menos eficiente na
producdo energia e que pode levar a um acumulo de volateis de fermentagao e
consequente disturbios fisioldgicos nos frutos durante o armazenamento (WRIGHT
et al., 2015). No entanto, os beneficios do armazenamento de magéd sob baixas
concentracdes de O incluem reducdo na respiragcao e na sintese de etileno, taxa
mais lenta de maturagcdo e de senescéncia e redugcdo em alguns disturbios de
armazenamento (WRIGHT et al., 2015)
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6.4. Avaliagao de disturbios fisiolégicos

Os disturbios fisiologicos s&o problemas desafiadores enfrentados no
armazenamento da maca, por isso sua reducao € importante para evitar a perda dos
frutos e oferecer ao mercado produtos de alta qualidade. A maior incidéncia de
podriddo (Figura 9a) foi observada a partir dos 180 d de armazenamento das macéas
armazenadas em AC sem aplicagao de 1-MCP. Nos frutos armazenados sob ACD-
FC e nos que foram submetidos a aplicagédo de 1-MCP (AC + 1-MCP e ACD + 1-
MCP) a incidéncia de podriddo ficou abaixo de 12,5 % nos 270 d de
armazenamento. Esta porcentagem de podriddo é compativel com a obtida por Both
et al., (2018) ao trabalhar com magas 'Galaxy'. Como ha relatos de que a aplicagao
externa de etanol em algumas espécies de frutas reduz a incidéncia de
apodrecimento (PESIS, 2005), era esperado que o armazenamento em ACD-FC
pudesse reduzir a apodrecimento com base na maior producdo de etanol nesses
frutos (BOTH et al., 2018). A disponibilidade reduzida de O- e elevada de CO: neste
sistema de armazenamento pode ser outro fator preponderante, pois a produgao de
etanol nos sistemas de armazenamento praticamente ndo mudou ao longo do
experimento.

Segundo Brackmann; Argenta; Mazaro, (1996) o periodo de comercializagao
da maca 'Gala' € limitado ao primeiro semestre do ano devido a rapida perda de
qualidade, relacionada com a diminuicdo da firmeza da polpa e ocorréncia de
disturbios fisiologicos durante o armazenamento. Os frutos armazenados por longos
periodos apresentam rachaduras na epiderme e na polpa, além disso, podem
apresentar polpa seca, farinhenta e deficiente sabor (BRACKMANN; ARGENTA;
MAZARO, 1996; STURZ; ROSSI; ZANELLA, 2018). O indice de rachaduras na
polpa provocados pela degenerescéncia senescente (Figura 9b) ficou abaixo de
10 % nas macas onde o 1-MCP foi aplicado, mostrando a eficiéncia deste fitormonio
no controle deste disturbio. Nos frutos acondicionados em ACD-FC esse disturbio se
mostrou crescente a partir dos primeiros 90 d de armazenamento, com perdas de
18,1 % e 36,1 %, aos 180 d e 270 d respectivamente. A umidade relativa elevada
(> 95 %) utilizada neste experimento pode ser sido a causa desse disturbio. Quando
excessivamente alta, proporciona condicbes para o desenvolvimento de doencas
fungicas e disturbios fisiologicos e, quando excessivamente baixa, causa grande
perda de massa e murchamento (BRACKMANN et al., 2005; SCHWARZ, 1994,
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THEWES et al.,, 2017; VERAVERBEKE et al., 2003). No entanto, Anese et al.,
(2016) verificaram que a perda de massa induzida por baixa umidade relativa
aumentou a taxa de difusdo gasosa na polpa da macgad 'Royal Gala' e 'Galaxy',
reduzindo os disturbios do tipo pulp cracking, flesh breakdown e polpa farinacea
apos o armazenamento em atmosfera controlada. A difusdo gasosa é muito
importante para o metabolismo da fruta, pois durante a respiragao ocorre a captacao
de Oz e a liberagdo de CO2, que precisa ser difundido através da polpa da fruta (HO
et al., 2013). CO2 excessivamente alto, ou baixo Oz, causa disturbios fisioldégicos
(ANESE et al., 2016; DE CASTRO et al., 2008; HERREMANS et al., 2013; HO et al.,
2013). O O2 baixo, além de produzir compostos de fermentagdo, também reduz a
producdo de energia (ATP), portanto, a capacidade de reparacdo da membrana
celular é diminuida, induzindo o colapso da célula (ANESE et al., 2016; HO et al.,
2013; SAQUET; STREIF; BANGERTH, 2000) o que é demonstrado pela quebra
interna (FRANCK et al., 2007). Alto CO2 pode causar estresse oxidativo e formagao
de espécies reativas de oxigénio, o que leva a danos celulares e escurecimento (DE
CASTRO et al., 2008; HERREMANS et al., 2013). Segundo Anese et al., (2016), se
a inducdo da perda de massa, causada por baixos niveis de UR, melhorar a taxa de
difusdo do gas, a pressdo parcial de CO: possivelmente pode ser aumentada
durante o armazenamento da macga, sem causar danos aos tecidos pelo acumulo de
CO2 na célula. Assim, alguns beneficios podem ocorrer, tais como: redugado da
frequéncia respiratoria; baixos niveis de producdo de etileno; manutencdo na
qualidade; e, principalmente, redu¢do no consumo de energia através da eliminagéo
de CO2 na camara, visto que quanto maior a pressao parcial de CO2, maior a

eficiéncia na adsorgédo do gas (ANESE et al., 2016).
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Figura 9. Apodrecimento (a), degenerescéncia senescente (b) e frutos saudaveis (c) de magas
'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa COz)], AC + 1-
MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa CO2) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera
controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa
CO2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas
(0,35-0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa COz2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7 dias de simulagéo da vida de
prateleira. Barra vertical indica a diferenga minima significativa (DMS) (p < 0,05).

Frutos saudaveis sdo aqueles que podem ser comercializados, ou seja, sem
podriddo, disturbios externos ou internos, como polpa farinacea e quebra da polpa.
Foram considerados nestas porcentagens apenas os frutos aptos para serem
consumidos apos os periodos de armazenamento mais os sete dias de simulagao da
vida de prateleira. Os resultados (Figura 9c) destacaram que a utilizagdo de 1-MCP
foi determinante na manutencdo da qualidade dos frutos. Onde ele foi utilizado,
houve manutengcao na qualidade das macgas acima de 80 %, mesmo apds 270 d de
armazenamento. Onde o 1-MCP n&o foi utilizado, na ACD-FC verificou-se um
resultado levemente superior a AC. As porcentagens de perda dos frutos
acondicionados em ACD-FC foram de 20,83 % e 48,61 % aos 180d e 270d,
respectivamente. Na AC as perdas comecaram mais cedo, aos 90d de
armazenamento (2,78 %). Aos 180 d e 270 d as perdas foram de 27,78 % e 54,17 %
respectivamente. A elevada perda de qualidade dos frutos armazenados em AC

normalmente esta relacionada a maior producdo de etileno, elevada taxa
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respiratoria, maior grau de maturagao na colheita, bem como temperatura e umidade
de armazenamento inadequadas. Para a ACD-FC uma possivel explicagdo pode ser
atribuida ao metabolismo anaerdbico durante a implementagdo da ACD, bem como
as baixas concentragdes de O (0,35 kPa - 0,45 kPa) ao longo do armazenamento.
O metabolismo anaerdbico resulta na producéao insuficiente de ATP para manter a
integridade celular, desencadeando a incidéncia de degradagao da polpa (HO et al.,
2013; PEDRESCHI et al., 2009). Outro fator que pode interferir na manutengao da
integralidade dos frutos no armazenamento € o seu ponto de maturagéo na colheita.
Macas colhidas precocemente sdo mais suscetiveis a escaldadura superficial,
apresentam menor coloragdo vermelha na casca e menor acumulo de agucar (LU;
MA; LIU, 2012; THEWES et al., 2017). Por outro lado, magéas colhidas tardiamente
s&0 mais suscetiveis a incidéncia de podriddes, disturbios fisiologicos e apresentam
maior biossintese de compostos volateis (THEWES; BRACKMANN; ANESE; et al.,
2017). Os resultados pouco promissores obtidos no armazenamento em ACD-FC
estdo em desacordo com diversos trabalhos (MDITSHWA; FAWOLE; OPARA, 2018;
THEWES; BOTH; BRACKMANN; WEBER,; et al., 2015; TRAN et al., 2015; WEBER

et al., 2015) que utilizaram este mesmo sistema de armazenamento.

6.5. Avaliagao dos compostos volateis

O perfil volatil de magad € composto por uma complexa mistura de compostos
organicos, como ésteres, alcodis, aldeidos, dentre outros (BOTH et al., 2017). Esses
compostos volateis (CV) s&o muito dinamicos e podem variar de acordo com o
estagio de maturagdo, a cultivar, a aplicacdo de 1-MCP, as condicbes de
armazenamento, dentre outros fatores (BOTH et al., 2017). Através da analise de
compostos volateis por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa (GC/MS)
foi possivel identificar e quantificar 35 CV (Tabela 1). Nas amostras foram
identificados alcoodis (9), ésteres (10), aldeidos (3), hidrocarbonetos monoterpenos
(3), hidrocarbonetos (6), acido organico (1), monoterpendide (1), cetona (1) e tiazol
(1). Esses compostos foram detectados em todas as amostras, independentemente
do nivel de O utilizado durante o armazenamento, embora a condicdo de

armazenamento tenha influenciado a concentracdo de muitos deles.
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Tabela 1. indices de retengao e ions de referéncia dos compostos volateis identificados nas magas 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada
(1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa COz2)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa COz2) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera controlada
dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa COz2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dindmica monitorada
pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa CO») + 1-MCP] por até 9 meses mais 7 dias de simulacdo da vida de prateleira.

Composto IRL IRLexp IS Mw Reference lons (RI) Reference lons Experimental (RIE)
Alcool
Ethanol 463 - 93  46.07 31(100)45(49.6)46(18.2) 45(100)46(35,66)43(29.85)
1-Butanol 662 - 97 74.12 31(100)56(78.11)41(69.46) 56.05(100)41(85.44)43(59.05)
1-Hexanol 860 8726 97 10217 56(100)55(53.16)43(49.25) 56.05(100)43(54.25)55(51.76)
1-Heptanol 960 9743 95 116.2 70(100)41(99.90)56(85.34) 41(100)70.05(87.35)56.05(84.91)
2-Octenol 1067 982,5 86 128.21 57(100)41(44.52)55(38.53) 57(100)43(45.34)41(36.83)
3-Octanol 979 998,8 96 130.229 59(100)55(68.61)83(62.24) 59(100)55(70.66)83.05(60.05)
2-Ethyl-1-hexanol 995 1032,2 96 130.229 57(100)41(40.24)43(38.13) 57.05(100)41(53.66)43(32.75)
2-Phenyl-2-propanol 1084 1083,2 88 136.19 43(100)121(71.72)118(28.57) 43 (100)121.05(40.25)77(17.36)
2-methyl-1-butanol 697 - 97 88.15 41(100)57(77.96)56(71.85) 41(100)57.05(81.69)56.05(78.13)
Ester
Isobutyl acetate 721 - 88 116.16 43(100)56(23.02)15(15.01) 43(100)41(25.01)42(23.73)
Butyl acetate 785 8174 98 116.16 43(100)56(37.13)41(18.92) 43(100)56.05(41.20)41(18.44)
Pentyl acetate 884 9182 96 130.18 43(100)70(30.43)42(20.82) 43(100)70.05(32.32)42(26)
5-Hexenyl acetate 974 1008,4 96 142.2 43(100)67(57.79)54(51.20) 43(100)67.05(49.06)54(46.52)
Hexyl acetate 984 1019,8 97 144.21 43(100)56(57.40)55(29.29) 43(100)56.05(53.70)61(26.23)
Butyl 2-Methylbutanoate 1019 1044,8 92  158.24 57(100)103(63.01)29(53.71) 57.05(100)41(66.60)103.05(55.66)
Heptyl acetate 1083 11155 91 158.24 43(100)56(38.13)70(29.03) 43(100)56.05(38.02)70(37.02)
2- Hethylhexyl acetate 1153,5 1118,0 95 172.26 43(100)70(60,36)57(38,43) 42,95(100)70,05(54,72)55(34,32)
Hexyl butanoate 1194,0 1183 97 172.26 43(100)71(72,97)89(47,73) 43(100)71(68,02)56,05(34.02)
2-Phenylethyl acetate 1255,6 1259 90 164.2 104(100)43(84,01)91(22,88) 104,05(100)43(86,79)91,05(23,65)
Aldeido
Hexanal 806 802,0 89 100.16 44(100)56(82)41(69.10) 43(100)41(88.06)43.95(74.77)
2-Hexenal 806 851,9 89 98.14 41(100)39(63.20)27(60.45) 43(100)41(88.06)43.95(74.77)

Continua
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Continuagao

Composto IRL IRLexp IS MW Reference lons (RI) Reference lons Experimental (RIE)
3,6-nonadienal 1120 1105,8 87 138.21 67(100)41(59.56)55(46.54) 67.05(100)41(65.10)95.05(50.35)
Hidrocarboneto Monoterpeno
Limonene 1018 1027,3 92 136.23 68(100)67(63.73)93(60.38) 68.05(100)67.05(93.45)93.05(82.59)
y-Terpinene 998 1057,5 86 136,23 93(100)91(56.55)77(41.55) 93.05(100)91.05(70.01)77(46.34)
2,3-Dimethyldodecane 1260,2 1285 91 198.39 43.00(100)57(85.76)71(73.90) 43(100)57.05(71,96)71,05(70,81)
Hidrocarboneto
Undecane 1115 1101,6 93 156.31 57(100)43(93.44)71(45.37) 57.05(100)43(89.71)41(47.88)
Dodecane 1201,6 1214 90 170.33 57(100)43(94,63)71(60,00) 57,05(100)43(89,11)71,05(54,34)
2-Methyldodecane 1265,8 1249 94 184.36 43(100)57(93,81)71(51,21) 43(100)57,05(87,16)71,05(53,98)
3-Methyldodecane 12721 1249 93 184.36 57(100)43(58,08)71(36,75) 57,05(100)43(59,27)41(52,69)
2-Methyltridecane 1265,4 1349 94 198.39 57(100)43(98,92)71(52,42) 43,05(100)57,05(95,12)41(57,33)
Tridecane 1401,0 1313 95 184.36 57(100)43(82,30)71(54,80) 57(100)43(81,58)71,05(58,83)
Acido Carboxilico
2-Ethylhexanoic Acid 1109 1128,7 79 144.21 73(100)88(96.90)41(75.00) 73(100)88(77.97)41(64.50)
Monoteperndide
a-Terpineol 1188,0 1143 94 154,25 59(100)93(90,94)121(55,54) 59(100)93.05(91,36)67(50,11)
Cetona
3-Octanone 952 988,0 91 128.21 43(100)57(88.09)29(72.38) 43(100)57(57.30)71.05(36.27)
Tiazol
Benzothiazole 1216,0 1208 85 135.19 135(100)108(34,54)69(23,09) 135(100)108(45,93)68,95(39,42)

IRL: Index of Retention from Literature (NIST11). IRL exp: Index of Retention from Literature on experimental basis (base on homologous series n-alkane C8-
C21). IS: Index of Similarity from Literature (NIST11). MW: Molecular Weight. Reference lons (relative intensity, base peak = 100 %) from literature (NIST11).

RIE: Reference lons Experimental.
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Na tabela 1 sdo apresentados os compostos identificados a partir da comparagao
dos indices de similaridade e espectro de massas com o banco de dados do sistema do
Instituto Nacional de Padrdées e Tecnologia (NIST11), indice de retencédo e indice de
retencdo calculado a partir de uma série homodloga de hidrocarbonetos (C8-C40) de
acordo com Van Den Dool; Kratz, (1963).

Segundo Both et al., (2017) sdo poucos os relatos na literatura que levam em
consideragao a quantificagado de alcodis apds o armazenamento de macas em ACD. Ao
identificar e quantificar cromatograficamente estes compostos (Figura 10), foi constatado
que apenas dois destes tiveram suas concentragbes aumentadas ao longo do
armazenamento, o 2-phenyl-2-propanol (Figura 10g) e o 2-methyl-1-butano (Figura 10h).
E outros dois, o 1-heptanol (Figura 10d) e o 2-methyl-1-butanol (Figura 10h) foram os
alcodis que aparentemente mais sofreram a ag¢ao do 1-MCP. O etanol, 1-butanol, 1-
hexanol, 1-heptanol, 2-octenol, 3-octanol e 2-ethyl-1-hexanol apresentaram elevadas
concentragdes no inicio do armazenamento (0 d), com acentuada queda a partir dos 90 d,
mantendo esta tendéncia aos 180d e 270d. O etanol (Figura 10a) foi unico alcool
relacionado a fermentacéo identificado, mas com o limite de odor muito inferior ao citado
na literatura (100.000 pg kg™') (LEFFINGWELL; LEFFINGWELL, 1991). O que nos
causou estranheza foi o fato das maiores concentracbes deste composto serem
identificadas apenas nas macads onde o 1-MCP nao foi aplicado e apenas na
caracterizagao dos frutos (ao final da simulagdo de sete dias da vida de prateleira. A partir
dos 90 d de armazenamento, independente de receber ou néo aplicacdo de 1-MCP e de
serem armazenadas em AC ou ACD, nao houve diferenciagao na quantificagao de etanol.
A tendéncia observada a partir de 90 d era esperada, porque as concentracoes de
oxigénio utilizadas no experimento ficaram na faixa de 0,35 kPa - 0,45 kPa, sugerindo que

Nao ocorreu respiragao anaerobica.
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Figura 10. Alcodis (a, b, c, d, e, f, g, h) identificados em magés 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa CQOz)],
AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa COz2) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia
das clorofilas (0,35-0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa CO2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-
0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa COz2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7 dias de simulagdo da vida de prateleira. Barra vertical indica a diferengca minima
significativa (DMS) (p < 0,05).
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As concentragbes de 1-hexanol (Figura 10c) e o 1-butanol (Figura 10d) também
decresceram ao longo do armazenamento. Os maiores volumes destes compostos foram
identificados nos frutos armazenados sob AC. A ACD obteve concentracao intermediaria,
e a aplicacdo de 1-MCP reduziu esses compostos as menores concentracdes verificadas
nas duas condigbes de armazenamento (AC + 1-MCP e ACD-FC + 1-MCP). Segundo
Anese et al., (2020), a redugao do 1-hexanol e 1-butanol foi resultado da inibi¢do da alcool
desidrogenase provocada pelo 1-MCP, pois o etileno € necessario para produzir e ativar
esta enzima. Esses alcodis sao precursores de ésteres importantes, como acetato de
hexila de 1-hexanol e acetato de butila e de 1-butanol (ANESE; BRACKMANN; et al.,
2020). Em relagdo aos alcoois de cadeia linear (ethanol, 1-butanol, 1-hexanol, 1-heptanol
e 2-octenol) produzidos por B-oxidagdo, geralmente ha maior concentragdo nas frutas
armazenadas sob AC em relagdo as armazenadas sob ACD (Figura 10a, 10b, 10c, 10d,
10e).

Isso é resultado da maior pressao parcial de oxigénio durante o armazenamento,
permitindo a B-oxidagdo dos acidos graxos, resultando no acumulo de alcodis nessas
frutas (BOTH et al.,, 2017). Os compostos gerados pela B-oxidagdo s&o importantes
precursores de ésteres de cadeia linear (BRACKMANN; STREIF; BANGERTH, 1993;
SONG; BANGERTH, 2003) e pressdes parciais de oxigénio extremamente baixas podem
inibir a sintese destes substratos (BOTH et al., 2014, 2017). Talvez por utilizar pressdes
parciais de oxigénio n&o tao baixas (0,35 kPa - 0,45 kPa) na ACD-FC neste experimento,
a sintese de compostos volateis ocorreu. Estes resultados estdo de acordo com os
relatados por Both et al., (2017) que também trabalharam com macgéas 'Royal Gala'
acondicionadas em ACD-QR (p0,13 kPa O2) e também observaram sintese de compostos
volateis. Estes mesmos autores atribuiram a sintese de substratos para a producao de
ésteres a variacdo do oxigénio de acordo com o metabolismo do fruto durante o
armazenamento e a indugcdo do metabolismo anaerdbio, que poderia ter fornecido alcoodis
para a producédo de compostos volateis (BOTH et al., 2017).

Os ésteres (Figura 11) sdo compostos que notavelmente contribuem para a
qualidade sensorial da maca, sendo responsaveis por mais de 80 % do total de volateis
emitidos por estes frutos (FERENCZI; SUGIMOTO; BEAUDRY, 2021; SUGIMOTO et al.,
2021). Nas macéas do grupo 'Gala' os ésteres mais importantes sdo acetato de hexila,
acetato de butila e acetato de 2-metilbutila (BOTH et al., 2017; THEWES et al., 2017) que
conferem o aroma tipico destes frutos, percebidos como “frutados” e “florais” (SUGIMOTO
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et al., 2021). Diante da importancia destes compostos, é necessario manté-los pelo maior
tempo possivel ao longo do armazenamento até que chegue a mesa do consumidor. Dos
ésteres que foram identificados, o unico que aumentou ao longo do armazenamento foi o
isobutyl acetate (Figura 11a). O aumento nas concentragdes deste composto foi verificado
ao longo dos 270 d nos frutos onde o 1-MCP n&o foi aplicado (AC e ACD-FC) e nos
primeiros 90 d de armazenamento onde aplicou-se 1-MCP (AC + 1-MCP e ACD-FC +
1-MCP). Este éster foi identificado e quantificado em diversos trabalhos com macgéa, mas
com poucas referéncias a ele ao longo das discussdes (LIU et al., 2021; RUX et al., 2021;
THEWES et al., 2017; Yl et al., 2017) . Segundo Xu et al., (2017) o isobutyl acetate é um
éster raramente estudado, que confere sabor frutado, floral em cerejas (XU et al., 2017) e
doce, de magéa, de banana ao vinho de amora (BUTKHUP et al., 2011). Diante destas
caracteristicas e da possibilidade do isobutyl acetate ser um odorizante potente para
macas ‘Fuji (KOMTHONG et al., 2006) estima-se que seja importante preserva-lo ao
longo do armazenamento.

Os outros ésteres identificados, butyl acetate, pentyl acetate, 5-hexenyl acetate,
hexyl acetate, butyl 2-methylbutanoate, heptyl acetate, 2-ethylhexyl acetate, hexyl
butanoate e 2-phenylethyl acetate (Figura 11a, 11b, 11c, 11d, 11e, 11f, 11g, 11h, 11i, 11j)
sempre apresentaram o mesmo comportamento, elevadas concentragdes na primeira
avaliacao e queda nas posteriores, aos 90 d, 180 d e 270 d e com valores mais elevados
guando nao aplicado 1-MCP, independente do sistema de armazenamento utilizado. Esta
queda acentuada nestes ésteres ao longo do armazenamento esta de acordo com os
resultados obtidos por Both et al., (2017) ao trabalhar com magas ‘Royal Gala’
armazenadas em AC e ACD. Nas magéas armazenadas em AC e ACD-FC, sem utilizagao
de 1-MCP, a concentragdo de butyl acetate (Figura 11b) no inicio do armazenamento foi
de 196.24 ug kg™' e onde aplicou-se 1-MCP (AC + 1-MCP e ACD-FC + 1-MCP) a
concentragdo média foi de 45.96 ug kg™'. Considerando que o limiar de odor do butyl
acetate é de 66 ug kg™' (LOPEZ et al., 2007), percebe-se o quanto o 1-MCP afetou a
producdo deste composto e prejudicou a qualidade sensorial das magas. Mas mesmo
com concentragdes altas no inicio (onde ndo se aplicou CsHs), o0s sistemas de
armazenamento ndo conseguiram preservar o butyl acetate por muito tempo. Apenas
aqueles frutos sob AC mantiveram as concentragbes do butyl acetate acima do limiar
sensorial aos 90 d. Embora o decréscimo identificado seja alto, nossos resultados estao

de acordo com a literatura, pois Both et al., (2017) identificou 2.053 ug kg™' do butyl

80



acetate na colheita de macas ‘Royal Gala’, mas apos 270 d, obteve concentragbes
semelhantes as que identificamos, 45,0 ug kg™, 6,2 ug kg™', 14,6 ug kg™' e 52,2 ug kg™’
em AC, ACD-FC, ACD-QR 1.5 e ACD-QR 2.0, respectivamente. Estes mesmos autores
também propuseram que a redugao na produgao do butyl acetate seja resultado da menor
concentragédo do seu precursor, o 1-butanol (BOTH et al., 2017). Esta proposi¢cao parece
relevante, pois o comportamento destes dois compostos foi bastante semelhante. Outro
estudo anterior também relatou que a principal preocupacao na elevagao da producgao de
compostos volateis ndo € a atividade da enzima, mas a concentragao do precursor (BOTH
et al., 2017; ECHEVERRIA et al., 2004). Além disso, como a biossintese do aroma da
maca esta correlacionada com a sintese de etileno (FERENCZI; SUGIMOTO; BEAUDRY,
2021), a presenga exogena ou autocatalitica deste composto durante o armazenamento
e/ou producdo dos compostos volateis deve ser considerada. No entanto, o espectro
completo de volateis e suas concentragdes em fungcdo do desenvolvimento ainda nao
estdo bem descritos, bem como a sua ligagcdo com eventos concomitantes, como o
aumento da fase climatérica na respiragdo (FELLMAN; MILLER; MATTINSON, 2000;
FERENCZI; SUGIMOTO; BEAUDRY, 2021) e sua influéncia nos sistemas de
armazenamento.

O hexyl acetate (Figura 11e), composto com limiar de odor de 2 ug kg™' (LOPEZ et
al., 2007) e que confere a magad odor adocicado, frutado de pera (DJOJOPUTRO;
ISMADJI, 2005) e frutado de mag¢a (LARSEN; POLL, 1992) foi o éster que apresentou a
maior concentragdo dentre todos os identificados. A AC, além de preservar pelo maior
periodo, proporcionou as macgas a maior concentracdo de hexyl acetate, a ACD-FC
concentracdo intermediaria e a AC + 1-MCP e ACD-FC + 1-MCP as menores
concentragbes. Diante das baixas concentragbes do hexyl acetate onde o 1-MCP foi
aplicado, parece sensato inferir que este fitormonio interfere substancialmente na rota de
producdo deste éster. Both et al., (2017) atribuem o declinio do hexyl acetate ao também
declinio do 1-hexanol. Estes autores acreditam que haja um problema na conversdo do
hexanal em 1-hexanol, pela enzima alcool desidrogenase (BOTH et al., 2017; SCHAFFER
et al., 2007), porque ndo ha reducdo na concentracdo do hexanal (Figura 12a) ao longo
do armazenamento (BOTH et al., 2017). Corroborando o observado neste experimento,
outros estudos também verificaram menor concentragdo de hexyl acetate ao comparar
ACD-FC com AC (BOTH et al., 2017; RAFFO et al., 2009). Como pode ser observado,

diversos fatores influenciam diretamente a biossintese de ésteres e seus precursores
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durante o amadurecimento, armazenamento e senescéncia (FERENCZI; SUGIMOTO;
BEAUDRY, 2021) tornando cada meio de cultivo e condigbes experimentais unico.
Segundo Ferenczi; Sugimoto; Beaudry, (2021), devido a esta diversidade de fatores que
influenciam a biossintese de ésteres e seus precursores durante o amadurecimento,
armazenamento e senescéncia, pouco se sabe sobre a formacdo dos ésteres e sua
influéncia na percepc¢ao de sabor nas frutas.

Seis hidrocarbonetos (Figura 11) foram identificados: Undecane, Dodecane, 2-
Methyldodecane, 3-Methyldodecane, 2-Methyltridecane e Tridecane. Todos os
hidrocarbonetos identificados sdo de cadeia aciclica e ndo aromatica, o que reduz seu
limiar de odor e sabor. Apesar das baixas concentragdes iniciais, verificou-se ainda que
os frutos sem 1-MCP apresentaram maiores concentragdes, com diminui¢do ao longo do
armazenamento. Nas macas onde o 1-MCP foi aplicado houve uma estabilidade na

concentracido destes compostos durante os 270 d de armazenamento.
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magcas 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O, + 1,5-1,7 kPa CO,)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O, + 1,5-1,7 kPa
COy) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa CO2) e ACD-FC + 1-
MCP [atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa COz2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7
dias de simulagdo da vida de prateleira. A barra vertical indica a diferenga minima significativa (DMS) (p < 0,05).
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O 2-Ethylhexanoic Acid (Figura 11q), um acido saturado C8 com estrutura quimica
ramificada, apresentou quase a mesma tendéncia de outros diversos compostos volateis
ja discutidos, concentragbes elevadas na primeira avaliagdo, com posterior decréscimo.
Os frutos acondicionados em AC foram os que mantiveram este composto pelo maior
periodo. Este resultado esta de acordo Both et al., (2017) que também trabalhou com
maca 'Royal Gala' armazenada em AC e ACD. As concentragdes do 2-Ethylhexanoic Acid
identificadas por estes autores também foram proporcionalmente baixas, comparando o
2-Ethylhexanoic Acid com os outros volateis por eles identificados (BOTH et al., 2017).
Embora o 2-Ethylhexanoic Acid tenha sido o unico volatil da classe acida identificado,
outros compostos desta classe (acetic, 2-Methylbutanoic acid, pentanoic,
phosphorodithioic, hexanoic, heptanoic, octanoic nonanoic, decanoic) ja foram
identificados em macgéa apds o armazenamento em ACD (ANESE et al., 2020; BOTH et al.,
2017; THEWES et al., 2017) e AC (THEWES et al., 2015).

Os terpinedis sao reconhecidos como um conjunto de quatro isdmeros: a-, 3-, y- €
O-terpineol, sendo o primeiro deles o a-Terpineol, composto amplamente encontrado em
vegetais (SALES; FELIPE; BICAS, 2020). O a-Terpineol tem limite de deteccéo de odor e
sabor variando entre 280 ug kg™' — 350 ug kg™' e 2g kg™' - 25 g kg™', respectivamente
(SALES; FELIPE; BICAS, 2020) e notas sensoriais perfumadas, lilases, pungentes
(SIEGMUND; POLLINGER-ZIERLER, 2007), de lim&o refrescante e floral seco (SALES;
FELIPE; BICAS, 2020). Além disso, apresenta propriedades terapéuticas e
antimicrobianas (SALES; FELIPE; BICAS, 2020). Na mac¢a, as quantidades identificadas
de a-Terpineol (Figura 11r) foram baixissimas e a tendéncia observada deste composto
nao fugiu muito dos demais, ou seja, elevadas concentragdes na primeira avaliagdo com
declinio acentuado a partir dos 90 d de armazenamento. E interessante destacar que
novamente os frutos com a producédo de etileno suprimida pelo efeito do 1-MCP ou
acondicionados em ACD-FC novamente apresentaram menores concentracbes de
volateis.

O 3-octanone (Figura 11s) se manteve estavel nos primeiros 90 d de
armazenamento em todos os tratamentos, com concentragdes médias de 0,41 ug kg™'. A
partir deste periodo, apenas os frutos acondicionados em ACD-FC apresentaram
decréscimo. Esta cetona pertence a uma classe de compostos de oito carbonos que
possuem bioatividade em bactérias, fungos e plantas. Apresenta descrigdes sensoriais de

rangoso, mofado, velho, ligeiramente frutado, doce, parecido com pera, parecido com
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doce e "cozido" e limiar olfativo de 57 pyg L™' (SIEGMUND; POLLINGER-ZIERLER, 2006).
Embora as notas sensoriais do 3-octanone tenham sido descritas acima, € pouco provavel
que elas tenham interferido no sabor da macga, pois o limiar sensorial dos frutos ficou
abaixo do perceptivel. O 3-octanone (Figura 11s) também foi identificado por Both et al.,
(2014) ao trabalharem com baixas concentragbes de O2 (1,0 kPa, 0,8 kPa, 0,7 kPa e
0,5 kPa) em macas 'Royal Gala' e decresceu com a redugéo nas concentragdes de O». Ja
Kim et al., (2018) identificaram este composto em magas 'Fuji' ao avaliarem compostos
emitidos durante a deterioragdo da macéd por fungos (Penicillium expansum,
Botryosphaeria dothidea e Alternaria alternata) e atribuiram a presenga do 3-octanone a
compostos volateis de origem microbiana. Eles sugerem que o 3-octanone poderia ser
derivado da oxidagao aerdbia dos acidos linoleico e linolénico, acidos graxos insaturados
de cadeia longa em magés, pela lipoxigenase de fungos (KIM et al., 2018). No entanto,
provavelmente, esta ndo seja a melhor explicagdo para a presenga deste composto na
maga, pois os frutos utilizados para quantificar os compostos volateis ndo tinham nenhum
sinal da presenca de fungos, tanto no inicio, quanto no final do experimento.

Os benzotiazdis sdo um grupo de metabdlitos xenobidticos heterociclicos que
contém um anel benzeno fundido com um anel tiazol (BELLAVIA et al., 2000; KERI et al.,
2015). Raramente ocorrem naturalmente nos produtos, mas fazem parte da estrutura
molecular de um grande numero de produtos naturais, biocidas, drogas, saborizantes de
alimentos e produtos quimicos industriais (BELLAVIA et al., 2000; KERI et al., 2015).
Apesar de raro, identificamos pequenas quantidades de bezothiazole (Figura 11t) na
macga. Embora diversos fatores possam contribuir para a presenca deste composto nos
frutos, a sua producgédo a partir da agao de Bacillus velezensis deve ser considerada (GAO
et al., 2018; GAO et al., 2017). Bacillus velezensis € uma bactéria aerdbia Gram-positiva,
formadora de endosporos que promovem o crescimento de plantas, reconhecida por
suprimir o crescimento de patdgenos microbianos, incluindo bactérias, fungos e
nematoides (RABBEE; BAEK, 2020; RABBEE et al., 2019). Por isso, segundo Rabbee et
al., (2019), o B. velezensis é utilizado na formulagdo do fungicida Botrybel (Agricaldes,
Spain), com atividade contra mofo o cinzento (Botrytis cinerea), que infecta mais de 200
espécies de plantas em todo o mundo (RABBEE et al., 2019), dentre elas a maca
(BANANI et al., 2018; MA et al.,, 2018; TESTEMPASIS et al., 2021; WEI et al., 2021;
ZHAO et al., 2010). Considerando a possivel aplicacdo deste fungicida ou outro tipo de

contato desta bactéria com as macas e havendo condigdes para a permanéncia do
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Bacillus velezensis nos frutos, é possivel ocorrer a produgao do benzotiazole nas macgas.
Esta hipotese pode ser considerada plausivel por que o benzotiazole foi identificado
desde o inicio do armazenamento das macads e ndo apenas quando os disturbios
decorrentes da podriddo comegaram a acontecer (Figura 9). Além disso, deve ser
considerado que o Bacillus velezensis € uma bactéria aerdbia e a ocorréncia de picos de
producao do benzotiazole ocorreram apenas nas AC, onde as concentragdes de Oz sao
mais elevadas. As condicbes de armazenamento, como a baixa temperatura e alta
umidade das camaras frias sdo outros fatores que devem ser considerados, pois sao
condigbes geralmente favoraveis para ao desenvolvimento e disseminagdo Bacillus
velezensis.

Em relagc&o aos aldeidos, os compostos detectados em maior abundancia foram o
hexanal (Figura 12a) e o (E)-2-hexenal (Figura 12b). Segundo Donadel et al., (2019), o
inicio da formagédo destes compostos ocorre através da enzima lipoxigenase. Esta
enzima € a primeira enzima chave a catalisar os acidos linoléico e linolénico para formar
isdmeros hidroperéxidos, que aos serem clivados pela hidroperédxido liase dao origem a
aldeidos C6 (DONADEL et al., 2019). Os aldeidos podem ser catalisados pela alcool
desidrogenase para produzir alcoois C6 por meio da remogédo do hidrogénio (CAl et al.,
2019; DONADEL et al., 2019). Assim, a oxidagao do acido linoleico (18:2n6) pela LOX na
posicédo 13 (13-LOX) leva a formagédo do hexanal (DONADEL et al., 2019). Ja a oxidagao
do acido linolénico (18:3n3) pelo 13-LOX produz (E)-3-hexenal, que por sua vez pode ser
isomerizado em (E)-2-hexenal (CONTRERAS; BEAUDRY, 2013; DONADEL et al., 2019).
Observou-se que a concentragao de hexanal (Figura 12a), composto com limiar de odor
de 4.5 ug kg™ - 5 ug kg™ (LEFFINGWELL; LEFFINGWELL, 1991; LOPEZ et al., 2007) e
que confere a maga odores de grama verde e magéa verde (ESPINO-DIAZ et al., 2016),
oscilou ao longo do armazenamento. Embora tenham ocorrido oscilagdes, este aldeido
sempre ficou abaixo do limiar olfativo, ndo ficando evidenciado efeitos de tratamentos nas
referidas oscilagdes na sua concentragéo. Na literatura, sdo relatados diversos resultados,
como quantidades bem superiores na caracterizagdo de magas 'Royal Gala' (BOTH et al.,
2017) e 'Fuji Suprema' (THEWES et al., 2017). Também superiores apds 9 meses de
armazenamento em ACD-FC de macas 'Fuji Kiko' (DONADEL et al., 2019) e 'Braeburn’
(SCHMIDT et al., 2020). E, finalmente, inferiores na caracterizagdo da variedade 'Galaxy"
(ANESE; BRACKMANN; et al., 2020).
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Figura 12. Aldeidos (a, b, c) e hidrocarbonetos monoterpenos (d, e, f) identificados em macas 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-
1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa CO)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa CO3) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera controlada dinamica
monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa COz2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dindmica monitorada pela
fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa CO2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7 dias de simulagéo da vida de prateleira. A barra vertical
indica a diferenga minima significativa (DMS) (p < 0,05).
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Quanto ao (E)-2-Hexenal (Figura 12b), além de ficar abaixo do limiar de odor
perceptivel (LEFFINGWELL; LEFFINGWELL, 1991) em todos os tratamentos, houve
decréscimo deste aldeido ao longo do armazenamento. Também houve
diferenciagao clara entre os frutos que sofreram ou néo a aplicagao de 1-MCP. Na
figura 8a, observa-se que os frutos sob a agdo do 1-MCP tiveram uma supresséo
consideravel de etileno. Como o etileno possivelmente regula as enzimas
lipoxigenase e/ou hidroperoxido liase (DANDEKAR et al., 2004), enzimas chave para
a producédo deste aldeido, este pode ser um dos motivos que provocou a diferenga
entre os frutos tratados e aqueles nao tratados com 1-MCP. Além disso, o presente
estudo confirma que nos frutos armazenados em AC, a concentragdo de (E)-2-
hexenal foi estatisticamente superior as observadas nas demais condicbes de
armazenamento. Este resultado € corroborado por Donadel et al., (2019) e Both et
al., (2017) que trabalharam com magéas 'Fuji Kiku' e 'Royal Gala' respectivamente em
diferentes condigbes de armazenamento. O 3.6-Nonadienal (Figura 12c), composto
que confere odor de “melancia recém-cortada (BEAULIEU; LEA, 2006) e melédo
fresco também ficou abaixo do seu limiar de odor (LIU et al., 2018). Embora abaixo
do limiar, a AC foi o sistema de armazenamento que preservou por mais tempo o
3.6-Nonadienal, sugerindo a sensibilidade deste aldeido as baixas concentragdes de
oxigénio e/ou ao 1-MCP aplicado na maga.

Trés hidrocarbonetos monoterpenos foram identificados: limonene, y-
terpinene e 2,3-dimethyldodecane (Figura 12d, 12e, 12f). Semelhante a varios outros
compostos analisados, as concentragcdes de monoterpenos também ficaram abaixo
de seus limiares de odor (LEFFINGWELL; LEFFINGWELL, 1991).

O limomene (Figura 12d), comumente encontrado em frutas citricas, também
foi identificado por Reis et al., (2009) em macéas ‘Bravo de Esmolfe’. Este composto
nao é frequentemente descrito na macga, no entanto, ele € precursor de uma série de
terpenos, assim, a utilizacao de fibras de extracdo adequadas poderia permitir maior
eficiéncia na extracdo de alguns compostos, dentre eles o limoneno (REIS et al.,
2009). Além disso, a sua baixa concentragdo em outras cultivares de maga poderia
dificultar a sua identificacao.

Quanto ao y-terpinene (Figura 12e), um terpeno pré-aromatico amplamente
encontrado em oleos essenciais (GUO et al., 2021), sofreu oscilagbes ao longo do

armazenamento, nao ficando claro os possiveis efeitos dos sistemas de
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armazenamento e/ou aplicacggo do 1-MCP. A identificagdo de diminutas
concentracdes de monoterpenos, pode ser atribuida a baixa eficiéncia de extracao, a
facilidade de degradagdo e ao fato destes compostos estarem presentes em
concentragdes trago em macgas. Quanto a degradagéo, Nguyen et al., (2009) propde
que tanto o limoneno quanto o y-terpinene sdo compostos que se degradam
facilmente por luz UV, presencga de oxigénio, bem como sob temperaturas elevadas.

Como foi observado neste experimento, sao diversos os fatores que
influenciam a qualidade fisico-quimica e sensorial da maca. O etileno, ao mesmo
tempo em que aparentemente atua como vildo na manutengcdo da qualidade dos
frutos armazenados por longos periodos, pelas andlises realizadas neste
experimento verificasse que a sua atuacao e/ou presencga € indispensavel para
manter os frutos sensorialmente atrativos. O aparente 'limbo' exposto, descrito e
discutido ao longo da tese me parece ser sabiamente descrito pelo autor a seguir.
Segundo Song; Bangerth, (2003), para as macgas produzirem os compostos volateis
relacionados ao aroma precisam de etileno autocatalitico. No entanto, o
armazenamento em AC reduz a respiragdao dos frutos e consequentemente a
producdo deste etileno (SONG; BANGERTH, 2003). Essa deficiéncia poderia ser
superada com a aplicagéo de altas concentragdes de etileno exdégeno (BANGERTH,;
SONG; STREIF, 2012; SONG; BANGERTH, 2003). No entanto, frutos armazenados
por periodos superiores a 5 meses e sob baixas concentragbes de oxigénio ndo sao
responsivos a este etileno e por consequéncia aos beneficios que este fitormdnio
poderia proporcionar (BANGERTH; SONG; STREIF, 2012; SONG; BANGERTH,
2003). Entao, a aplicagdo exogena de etileno poderia ser uma opg¢ao para melhorar
a producao de aroma volatil no pré-climatério, mas ndo em frutas armazenadas por
longos periodos sob baixo oxigénio (SONG; BANGERTH, 2003). Assim, a
biossintese de novos acidos graxos, que além de desempenharem fungdes
estruturais também servem como precursores de importantes substancias
regulatorias e aromaticas, representa a etapa limitante na produ¢cdo de aroma na
magcga (SONG; BANGERTH, 2003).

Neste trabalho foram identificados 35 compostos volateis. Entretanto, varios
outros CV ja foram identificados em magas armazenadas em ACD (ANESE et al,,
2020e; ANESE et al., 2020f; LUMPKIN et al., 2015; SCHMIDT et al., 2020; THEWES

et al., 2017). Acredita-se que as condigdes edafoclimaticas e de cultivo na produgao
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da macga, estadio de maturacdo na colheita, delineamento experimental e
metodologia utilizada na extracdo e quantificacédo de CV, foram determinantes nos
resultados obtidos. Também devem ser consideradas as elevadas concentragdes de
etileno nas camaras experimentais (CE) (Figura 7), especialmente a de ACD-FC nos
primeiros 90 d de armazenamento. Isso possivelmente acelerou consideravelmente
o metabolismo dos frutos, implicando em perda de qualidade e perda de compostos
volateis logo no inicio do armazenamento, tornando a sua recuperagao irreparavel.
Estima-se que este seja um fator importante a ser considerado porque quanto mais
baixa a concentracdo de etileno durante o armazenamento de macas cultivar 'Royal
Gala', maior é a retencéo da firmeza de polpa, sendo que, para os demais atributos
de qualidade, concentragbes inferiores a 1,0 uL L' apresentam efeito semelhante
(BRACKMANN et al., 2000). A suspeita de que a elevada concentragdo inicial de
etileno nas CEs prejudicou a qualidade dos frutos fica mais forte quando considera-
se que sua remocdo, bem como a manutencdo do etileno no ambiente de
armazenamento, melhora ainda mais a conservagao e a qualidade da macga 'Gala’,
aumentando o tempo de armazenamento da fruta (BRACKMANN et al., 2003;
BRACKMANN; SAQUET, 1999). Diante disto, pode-se considerar que este cuidado,
se tivesse sido observado da montagem do experimento, muito provavelmente teria
proporcionado resultados mais promissores quanto a qualidade geral dos frutos e

guanto a presencga de mais CV e/ou em concentracdes mais elevadas de CV.

6.6. Analise Fatorial

A analise fatorial € uma técnica que consiste em resumir a informagao contida
numa matriz de dados com diversas variaveis. Cada fator se expressa como uma
combinacao linear de fatores ndo diretamente observaveis. Por isso, identifica-se um
reduzido numero de fatores (inferior ao numero de variaveis) que representem as
variaveis originais e que possam descrever o fendmeno observado de forma
simplificada, com uma perda minima de informagdo. Neste experimento, a analise
fatorial de correlagées permitiu identificar os fatores mais importantes na qualidade
da maga submetidas a tratamentos de sistemas de armazenamento, aplicagdo do 1-
MCP e armazenamento por diversos periodos. Com os dados obtidos foi realizada

uma analise para determinar a significancia dos fatores. De acordo com o critério de
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Kaiser, os fatores que apresentam autovalores superiores a 1 foram considerados
significativos. Seguindo essa metodologia foram identificados quatro fatores (Figura
13).

7 Figura 13. Eixo y. Representacédo
grafica dos autovalores (eigenvalues)
6+ da analise fatorial do experimento com
macas 'Royal Gala' armazenadas em
5 AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa

0, + 1,5-1,7 kPa COy)], AC + 1-MCP
[atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O;
+1,5-1,7 kPa COy) + 1-MCP], ACD-FC
[atmosfera controlada dindmica
monitorada pela fluorescéncia das
clorofilas (0,35-0,45 kPa O, + 1,1-1,2
21 kPa CO;) e ACD-FC + 1-MCP
[atmosfera controlada dindmica
14 monitorada pela fluorescéncia das
clorofilas (0,35-0,45 kPa O, + 1,1-1,2
04 kPa CO;) + 1-MCP] por até 9 meses

-— mais 7 dias de simulagdo da vida de
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 4 15 prateleira.
Factors

Eigenvalues

Os quatro fatores selecionados representaram 91,88 % da variabilidade
total do experimento sendo o primeiro fator o mais importante explicando a maior
parte da variabilidade do conjunto de dados, com mais do dobro do valor quando

comparado com o segundo fator (Tabela 2).

Tabela 2. Eixo x. Autovalores, variancia de cada fator e variancia acumulada dos quatro fatores
principais, do experimento com magas 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-
1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa COz2)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa
CO2) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera controlada dinamica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas
(0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa CO2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dinamica
monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa COz2) + 1-MCP] por até 9
meses mais 7 dias de simulacido da vida de prateleira. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2022.

Fatores Autovalores Variancia de cada fator (%) Variancia acumulada (%)

1 6,6574 44,383 44,383
2 2,8963 19,309 63,692
3 2,8128 18,752 82,444
4 1,4155 9,437 91,881

A correlacdo entre as variaveis apresentou variacdes. Pode ser observada
uma correlagdo mais forte das variaveis firmeza, etileno, compostos volateis, acidez

titulavel e solidos soluveis totais e, uma fraca correlacédo da variavel etanol (Figura 14).

91



1,0

FIRM

Maturity/storage

-1,0 k T T T T T
-1,0 -0,5 0,0 05 1,0
Volatile compounds/ quality

Figura 14. Eixo y. Representagao grafica das correlagbes das variaveis do experimento com magas
'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa COz)], AC + 1-
MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 + 1,5-1,7 kPa CO2) + 1-MCP], ACD-FC [atmosfera
controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa
CO2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dindmica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas
(0,35-0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa COz2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7 dias de simulagéo da vida de
prateleira. Legenda das abreviagdes: FIRM: Firmeza da Polpa; PPO: Polifenoloxidase;
ETHA:Etanol; ETHY: Etileno; TA: Acidez Titulavel; D: Podriddes; TPC: Compostos Fendlicos Totais;
AA: Atividade Antioxidante; 1-BUT: 1-Butanol; 1-H:1-Hexanol; IA: Isobutil Acetato; BA: Butil Acetato;
2-MBA: 2-Metil Butil Acetato; HA: Hexil Acetato; TSS: Sdlidos Soluveis Totais.

As principais saturagdes fatoriais das variaveis de qualidade nos fatores
podem ser observadas na tabela 3. O primeiro fator, que explica 44,38 % da
variabilidade total do experimento com macgas ‘Royal Gala’ com e sem aplicagdo do
1-MCP e armazenadas em dois sistemas diferentes até 270 dias, apresentou altos
coeficientes de correlacido com variaveis vinculadas aos compostos volateis, acidez
titulavel e sdlidos soluveis vinculadas ao aroma e sabor, fatores importantes na
qualidade da fruta. Todas elas estavam localizadas no eixo negativo (Tabela 3). Este
fator foi denominado compostos volateis/qualidade. O segundo fator, que explica
19,31 % da variabilidade total, foi caracterizado pela alta correlagdo com as variaveis
firmeza da polpa, localizada no eixo positivo e etileno e isobutil acetato ambas
localizadas no eixo negativo (Tabela 3). Este fator foi denominado

maturagao/conservacgao.
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Tabela 3. Eixo x. Principais saturagdes fatoriais das variaveis de qualidade, do experimento com
maga ‘Royal Gala’ em macgas 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa
02 + 1,5-1,7 kPa COz)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa COz2) + 1-
MCP], ACD-FC [atmosfera controlada dinamica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-
0,45 kPa Oz + 1,1-1,2 kPa COz2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dinAmica monitorada pela
fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa COz2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7
dias de simulagéo da vida de prateleira. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2022.

Variaveis Fator 1 Fator 2 Fator 3
Acidez titulavel -0,884 0,049 -0,043
1-Butanol - 0,860 -0,111 0,447
1-Hexanol - 0,901 - 0,083 0,397
Butil acetato - 0,858 -0,142 0,419
Hexyl acetato - 0,886 -0,204 0,327
Solidos soluveis totais -0,813 0,074 - 0,031
Firmeza da polpa - 0,577 0,722 - 0,120
Etileno - 0,409 -0,724 0,094
Isobutil acetato 0,198 - 0,803 -0,379
Etanol - 0,069 - 0,150 -0,910

Com relacao aos sistemas de armazenamentos AC e ACD, observa-se a ACD

tem maior importédncia até o final do periodo de armazenamento (270 dias)

(quadrantes | e IV) (Figura 15). Isso pode ser explicado pela maior retengdo da

firmeza e acidez, variaveis importantes nos fatores 1 e 2, no sistema ACD que AC.
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Figura 15. Eixo y. Representagéo
grafica dos tratamentos de sistemas de
armazenamento do experimento com
macas 'Royal Gala' armazenadas em
AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa
02 + 1,5-1,7 kPa CO2)], AC + 1-MCP
[atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O;
+1,5-1,7 kPa CO,) + 1-MCP], ACD-FC
[atmosfera controlada dindmica
monitorada pela fluorescéncia das
clorofilas (0,35-0,45 kPa O, + 1,1-1,2
kPa CO,) e ACD-FC + 1-MCP
[atmosfera controlada dindmica
monitorada pela fluorescéncia das
clorofilas (0,35-0,45 kPa O, + 1,1-1,2
kPa CO;) + 1-MCP] por até 9 meses
mais 7 dias de simulagdo da vida de
prateleira. Legenda: 1 = AC; 2 = ACD.

Também pode ser observada uma clara separacao dos tratamentos com

aplicacao do 1-MCP, devido a importancia das variaveis etileno e firmeza no fator 2

(Figura 16). O produto 1-MCP inibe significativamente o etileno e mantém a firmeza

93



da polpa de magéas durante o armazenamento por longos periodos, o que confirma

os resultados previamente analisados de forma univariada neste experimento.
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Figura 16. Eixo y. Representagdo grafica
do tratamento de aplicagdo de 1-MCP em
magas 'Royal Gala' armazenadas em AC
[atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O; +
1,6-1,7 kPa COz)], AC + 1-MCP
[atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O; +
1,5-1,7 kPa CO,) + 1-MCP], ACD-FC
[atmosfera controlada dindmica
monitorada pela fluorescéncia das
clorofilas (0,35-0,45 kPa O, + 1,1-1,2 kPa
COz) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera
controlada dindmica monitorada pela
fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa
02 + 1,1-1,2 kPa CO) + 1-MCP] por até 9
meses mais 7 dias de simulacdo da vida
de prateleira. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas-RS, 2022. Legenda: 1 = Com
aplicacdo de 1-MCP; 2 = Sem
aplicacdo de 1-MCP.

Pode ser observada uma clara separagdao dos tratamentos em funcédo dos

periodos de armazenamento, sendo localizados as frutas com menos tempo de

armazenamento nos quadrantes Il e I e com maior tempo de armazenamento nos

quadrantes | e IV (Figura 17). Evidentemente o comportamento das variaveis mais

importantes dentro dos fatores 1 e 2, com relagcdo ao aumento do periodo de

armazenamento, como acidez titulavel, compostos volateis, firmeza da polpa e

etileno, ja discutidas anteriormente na analise univariada, tiveram um papel

importante nesta segregacao.
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Figura 17. Eixo y. Representacéo grafica
do tratamento periodos de
armazenamento do experimento com
macas 'Royal Gala' armazenadas em AC
[atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O2 +
1,5-1,7 kPa CO2)], AC + 1-MCP
[atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa O, +
1,5-1,7 kPa CO,) + 1-MCP], ACD-FC
[atmosfera controlada dindmica
monitorada pela fluorescéncia das
clorofilas (0,35-0,45 kPa O, + 1,1-1,2 kPa
CO,;) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera
controlada dindmica monitorada pela
fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa
0, +1,1-1,2 kPa COy) + 1-MCP] por até 9
meses mais 7 dias de simulagédo da vida
de prateleira. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas-RS, 2022. Legenda: Periodos de
armazenamento (storage period): 1= 0 d;
2=90d; 3=180d e 4= 270 d.
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Na analise dos fatores combinados pode ser observada, no fator 1 (eixo x),
uma clara separacgéo dos tratamentos em func¢do dos periodos de avaliagao (0 d, 90
d, 180 d e 270 d) sendo que com 0 dias (quadrante | e Il), como era esperado, os
tratamentos apresentaram maior teor de compostos volateis (vinculados ao aroma) e
maior acidez titulavel os quais diminuem na medida que o periodo de
armazenamento avanga (quadrante lll e IV) (Figura 18). Em relagdo ao fator 2 (eixo
y), pode ser observada a importancia da firmeza da polpa e da remogao do etileno
pela aplicagdo do 1-MCP, fatores importantes na evolugdo da maturagdo e

conservagao refrigerada de macgas por periodos prolongados.
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Figura 18. Eixo y. Representacdo grafica do tratamento de periodos de armazenamento do
experimento com magéas 'Royal Gala' armazenadas em AC [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz +
1,5-1,7 kPa CO2)], AC + 1-MCP [atmosfera controlada (1,1-1,3 kPa Oz + 1,5-1,7 kPa COz2) + 1-MCP],
ACD-FC [atmosfera controlada dinamica monitorada pela fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa
02 + 1,1-1,2 kPa CO2) e ACD-FC + 1-MCP [atmosfera controlada dinamica monitorada pela
fluorescéncia das clorofilas (0,35-0,45 kPa O2 + 1,1-1,2 kPa COz2) + 1-MCP] por até 9 meses mais 7
dias de simulagéo da vida de prateleira.

Legenda dos tratamentos:

1. AC; com 1-MCP; 0d 9. ACD; com 1-MCP; 0 d
2. AC; com 1-MCP;90 d 10. ACD; com 1-MCP; 90 d
3. AC; com 1-MCP; 180 d 11. ACD; com 1-MCP; 180 d
4. AC; com 1-MCP; 270 d 12. ACD; com 1-MCP; 270 d
5. AC;sem 1-MCP; 0d 13. ACD; sem 1-MCP; 0 d
6. AC;sem 1-MCP;90d 14. ACD; sem 1-MCP; 90 d
7. AC; sem 1-MCP; 180 d 15. ACD; sem 1-MCP; 180 d
8. AC;sem 1-MCP; 270d 16. ACD; sem 1-MCP; 270 d
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Estas analises permitiram identificar as variaveis mais importantes durante
todo o periodo do experimento e confirmam os resultados da analise univariada
realizada anteriormente, além de possibilitar a escolha das variaveis mais
importantes dentre todas as estudadas. Assim, as variaveis de volateis e acidez
titulavel apareceram com destaque na analise fatorial, da mesma forma que os
solidos soluveis totais, embora esta ultima ndo apresente valores significativos na
analise univariada. Isso aconteceu porque na analise multivariada considera-se
todas as variaveis simultaneamente, enquanto que na analise univariada os efeitos
das variaveis sdo analisados individualmente. A analise fatorial também permitiu
observar que as variaveis vinculadas a firmeza e etileno apareceram com destaque,
dada a importancia da aplicagdgo do produto 1-MCP e os sistemas de
armazenamento ACD sobre essas variaveis, influenciando a qualidade final das
magas armazenadas por longos periodos. Ressalta-se, ainda, a importancia de
aprimorar as técnicas de conservagcado que permitam conservar as frutas com alta
qualidade e dessa forma poder entregar ao consumidor um produto fresco,
higienizado e de boa qualidade, o que permitira a consolidagdo e ampliacdo da

maga nacional no mercado interno e externo.

7. Conclusao

Nas avaliagdes fisico-quimicas, identificou-se que independente do sistema
de armazenamento, houve decréscimo na acidez dos frutos. A firmeza da polpa e da
epiderme foi superior nos frutos tratados com 1-MCP. Os compostos fendlicos e a
atividade antioxidante foram superiores nos frutos armazenados em AC + 1-MCP,
ACD-FC e ACD-FC + 1-MCP. Quanto as enzimas peroxidase e polifenoloxidase, a
ACD-FC apresentou comportamento satisfatorio, pois preservou a atividade
enzimatica durante os 270 d de armazenamento.

Nos primeiros 90 d de armazenamento, as magas acondicionadas em ACD-
FC produziram mais etileno do que as magas tratadas com 1-MCP (AC + 1-MCP e
ACD + 1-MCP) e menos do que magéas armazenadas em AC (sem 1-MCP).

A produgdo de etanol e acetaldeido ficou abaixo das concentragdes

prejudiciais aos frutos.
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O 1-MCP, apesar de ter causado redugdo na concentracdo compostos
volateis, se mostrou bastante eficiente na manutencao de frutos saudaveis ao longo
dos 270 d de armazenamento, com perda de frutas inferior a 20 %.

De forma geral, as concentragbes de compostos volateis foram elevadas no
inicio do armazenamento e sofreram acentuadas quedas a partir de 90 d de
armazenamento. Apenas dois alcoodis (2-Phenyl-2-propanol e 2-methyl-1-butanol)
tiveram sua concentragdo aumentada ao longo de 270 dias de armazenamento. Nas
magcas onde nao houve aplicacdo de 1-MCP, a produ¢do de compostos aromaticos
sempre foi superior a dos frutos tratados com 1-MCP, especialmente nas duas
primeiras avaliagbes. A ACD-FC manteve a producdo de compostos volateis
superior aos frutos tratados com 1-MCP, mas inferior a AC.

Considerando a qualidade fisico-quimica da mag¢a e sua producdo de
compostos volateis, verificou-se que o armazenamento de magas sob AC + 1-MCP

proporcionou melhores resultados do que sob ACD-FC.
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