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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduagdao em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria

METODQS E ATRIBUTOS FISICO-QUIMICOS PARA PREVISAO DA
DEGENERESCENCIA DA POLPA EM MACAS ARMAZENADAS EM ATMOSFERA
CONTROLADA

Autor: Daniel Alexandre Neuwald
Orientador: Auri Brackmann
Santa Maria, 28 de fevereiro de 2008.

O objetivo deste trabalho foi correlacionar a degenerescéncia da polpa das macas ‘Gala’,
‘Royal Gala’, ‘Fuji’ e ‘Braeburn’ apds o armazenamento em atmosfera controlada (AC). O
estudo foi realizado através da correlagio com métodos preditivos e com atributos de
qualidade e maturag¢do dos frutos com a incidéncia real de degenerescéncia da polpa apds o
armazenamento em AC. Foram realizados experimentos com frutos de diferentes pomares,
sendo executado em 2004 o primeiro experimento com a cultivar Fuji. Em 2005, os
experimentos foram realizados com as cvs. Gala, Royal Gala, Fuji e Braeburn, avaliando
frutos de 11 pomares em duas épocas de colheita. Os experimentos destes dois primeiros anos
foram realizados no Nicleo de Pesquisa em Pés-colheitas da UFSM com frutos provenientes
de pomares de Vacaria, RS. No periodo de 2006 e 2007 foram desenvolvidos experimentos
em Ravensburg, na Alemanha, com a cv. Braeburn de sete pomares. Para isso, foram
correlacionados a ocorréncia de degenerescéncia da polpa apds o armazenamento de seis
meses em AC, com os testes preditivos e com atributos fisico-quimicos dos frutos analisados
em duas épocas de colheita. Os testes preditivos avaliados foram: infiltracio de Mg,
aceleracdo da maturagdo com Ethephon e inducgdo de estresse pelo alto CO,. Avaliou-se no
experimento de 2006/2007 a possibilidade de detectar o estresse no fruto causado por
diferentes concentragdes de CO, através da fluorescéncia de clorofila. Conforme os
resultados, no ano de 2004 com a cv. Fuji, a percentagem de suco dos frutos foi capaz de
prever a degenerescéncia da polpa, porém somente na condi¢do de armazenamento de 2,0kPa
CO,, enquanto que os SST previu a ocorréncia dessa desordem somente em frutos
armazenados com baixo CO, (<0,5kPa). A fluorescéncia de clorofila foi capaz de detectar
apos colheita o estresse causado por pressdes parciais de CO; nos frutos armazenados. Com
essa metodologia foi possivel prever a ocorréncia de degenerescéncia, somente quando se
realizou a colheita precocemente e com atraso na instalagdo da AC. A analise nutricional dos
frutos, destacando o nivel de K, foi o atributo que melhor previu a ocorréncia de
degenerescéncia da polpa durante o armazenamento em AC na cv. Braeburn. Alguns métodos
preditivos e atributos avaliados na colheita foram capazes de prever a incidéncia de
degenerescéncia da polpa nos frutos armazenados numa determinada condi¢do de AC, porém
em outra condi¢do de armazenamento nio se confirmou essa correlacdo. Isso significa que
estes testes e atributos de qualidade ndo apresentam alta correlacdo com a ocorréncia da
degenerescéncia em magas armazenadas em qualquer situacéo.

Palavras-chaves: distirbios fisioldgicos, pds-colheita, qualidade de frutos.
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ABSTRACT

Doctoral Thesis
Graduate Program in Agronomy
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

METHODS AND FRUIT QUALITY AND RIPENING PARAMETERS FOR PREDICTION
OF FLESH BROWNING IN APPLES UNDER CONTROLLED ATMOSPHERE STORAGE

Author: Daniel Alexandre Neuwald
Adviser: Auri Brackmann
Santa Maria, February 28th, 2008.

The objectives of this work was to estimate the potential of flesh browning development in
‘Gala’, ‘Royal Gala’, ‘Fuji’ e ‘Braeburn’ apples after controlled atmosphere storage (CA).
This study was realized through correlation of predictive methods and fruit quality and
ripening parameters with the flesh browning occurrence after CA storage. Experiments were
carried out with fruits from different orchards and years. In 2004, a first experiment was
carried out with ‘Fuji’ apples from three orchards. In 2005, ‘Gala’, ‘Royal Gala’, ‘Fuji’ and
‘Braeburn’ apples were evaluated from 11 orchards using two picking dates. Theses
experiments were carried out at the “Nucleo de Pesquisa em Pés-colheita” of Federal
University of Santa Maria, Santa Maria, Brazil with fruits from Vacaria, RS, Brazil. In 2006
to 2007 experiments were carried out in Germany using ‘Braeburn’ apples from seven
orchards. These methods the disorder occurrence after six months CA storage was correlated
with the predictive methods, and with quality and ripening parameters. The predictive
methods evaluated were: Mg infiltration, maturity acceleration with ethephon, and stress
induction with high CO,. It was also evaluated the capacity of chlorophyll-fluorescence to
detect possible stress occurrence on fruits exposed to high CO, concentrations. Results show
that in ‘Fuji’ fruit juice percentage were able to predict flesh browning, but only in high CO,
(2.0 kPa) CA condition, while TSS level has been able to predict the occurrence of this
disorder in fruits stored in low CO, (<0.5 kPa). The chlorophyll fluorescence was capable of
detect stress in fruits caused by exposure to high CO; at harvest, and with this method it could
be predicted the occurrence of physiological disorders in early harvested and with delay CA
storage. By nutritional analysis of fruits, the level of K show high correlation with the
occurrence of flesh browning after the CA storage of ‘Braeburn’ apple. Some predictive
methods and quality parameters evaluated at harvest were able to predict flesh browning
occurrence in apple stored, in certain storage conditions, but in other storage conditions there
wasn’t significant correlation between flesh browning and this predictive methods and quality
parameters. These predictive methods and quality parameters do not show high correlation
with flesh browning in all situations.

Key-words: physiological disorders, postharvest, fruit quality.
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INTRODUCAO

Desde o inicio da civilizagdo, percebe-se que uma das preocupagdes da humanidade € na
forma de armazenamento do seu proprio alimento. Durante a evolugdo da histéria, com um
conhecimento empirico, o homem foi desenvolvendo diferentes formas de armazenar seus
alimentos, e apds anos, muito desses conhecimentos foram se comprovando cientificamente.
Por exemplo, alguns povos verificavam que vegetais armazenados em ambientes com menor
temperatura se conservavam por um maior periodo de tempo, sendo que a refrigeracdo € a
principal forma de se manter a qualidade de um produto vegetal durante o seu
armazenamento.

Também se pode salientar que a interdisciplinaridade dos conhecimentos é primordial
tanto para a ciéncia como para o desenvolvimento de pesquisas, como por exemplo, o
emprego da matemadtica, quimica, fisica e de muitas outras ciéncias que permitem o avanco
dos métodos de armazenamento. Nesse contexto, pode-se, citar uma importante descoberta
realizada pela ci€ncia na forma de armazenamento de alimentos, fato relatado pela primeira
vez por volta de 1916, a atmosfera controla (AC).

O emprego comercial, porém fora viabilizado algumas décadas depois. Essa forma de
armazenamento visa reduzir o metabolismo do fruto, alterando as concentracdes dos gases nas
camaras frigorificas, baixando a pressdo parcial de O, e aumentando CO,. Desta forma, reduz
a respiracdo dos frutos e conseqiientemente mantém a qualidade dos frutos por maior tempo.

Um aperfeicoamento da utilizacdo da AC foi entre 1970 a 1990 quando se comegou a
estudar a eliminagdo do etileno do ambiente de armazenamento. Esse fito-hormonio induz o
amadurecimento e senescéncia dos frutos. No final da década de 1990 comegou o uso do 1-
MCP, bloqueador da acdo do etileno, o qual se liga aos receptores e impede que sejam
ativados alguns genes que estimulam o amadurecimento dos frutos.

Nos ultimos cinco anos, foi introduzido o emprego da AC acompanhada por sensores
que permitem avaliar o nivel metabdlico em que se encontram os frutos, podendo os sensores
serem para etanol, sendo denominado na literatura de DCS (‘Dynamic Control System’ =
sistema de controle dinamico). Para manutencdo da qualidade dos frutos armazenados, faz-se
necessario que as concentragdes de gases (O, e/ou CO,) fiquem préximas a compensacio da
respiragao.

Quando a concentracdo de oxigé€nio baixar aos niveis criticos, o fruto busca na

respira¢do anaerdbica o suprimento de energia necessdria para a manutencao celular, e desta



forma, estimula a producdo de etanol. Outra forma, de se avaliar o estresse nos frutos
causados por niveis criticos das concentracdes de gases da AC € através de sensores de
fluorescéncia de clorofila, os quais permitem indiretamente avaliar o nivel metabdlico em que
se encontram os frutos, método conhecido como DCA (‘Dynamic Controlled Atmosphere’ =
atmosfera controlada dinimica).

Existem indmeros fatores que podem interagir, e que s@o responsdveis pela boa
qualidade do fruto no final do armazenamento, sendo alguns de pré-colheita, como a sanidade
do pomar, a nutricdo mineral, a condi¢do climdtica em que os frutos sdo produzidos, as
cultivares, entre outros. Também ha os fatores pds-colheita, como a temperatura, a umidade
relativa do ar e as concentracdes de gases da AC. No entanto, algumas vezes a qualidade
externa dos frutos, e mesmo os atributos fisico-quimicos, apresentam-se satisfatorios, porém
podem ocorrer alguns distirbios fisioldgicos, durante o armazenamento que prejudica a sua
comercializacao.

Dentre os distiirbios, destaca-se a degenerescéncia da polpa, que se caracteriza pelo
escurecimento dos tecidos da polpa dos frutos, onde a possibilidade de ser detectado se da
somente no momento do consumo. Como é um sintoma interno, até o momento ndo existe
uma forma de detectar o distirbio na selecdo e na classificacdo das macas. Diferentes métodos
estdo sendo desenvolvidos para tal finalidade, como o NIR (“Near infrared”), andlise de
ressonancia magnética e acustica, entre outras formas ndo destrutivas, que poderdo auxiliar na
detecc¢do do distirbio na classificacdo dos frutos.

Considerando as condi¢gdes que se tem hoje a disposicdo, pode-se minimizar a perda de
qualidade que ocorre durante o armazenamento, através do desenvolvimento de métodos que
possam classificar os frutos por sua suscetibilidade a degenerescéncia da polpa. Desta forma,
os frutos suscetiveis a essa desordem fisioldgica seriam direcionados para uma
comercializacdo imediata e os que possuem menor suscetibilidade seriam direcionados ao
armazenamento prolongado. Apesar dos avangos nos métodos néo destrutivos, a utilizagdo de
métodos predictivos que avaliam a susceptibilidade deste disttirbio nos frutos, poderd auxiliar
ainda mais no controle de perdas apds o seu armazenamento.

As cultivares Gala, Royal Gala e Fuji possuem 6tima aceitacdo pelos consumidores,
além de serem as cultivares que perfazem em torno de 95% da produgdo brasileira. A
degenerescéncia pode ocorrer em maior ou menor intensidade dependendo do ano e o cultivar
de maca. A cultivar Braecburn € a mais susceptivel a degenerescéncia, quando procedente de
climas frios como Alemanha, ji nas condi¢des do Brasil a ‘Fuji’ é a mais susceptivel a essa

desordem fisioldgica, mesmo utilizando as condi¢gdes ideais de armazenamento. A cultivar
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Braeburn, apesar de ndo ter grande area de plantio no Brasil, possui destaque no cendario
internacional pela suas caracteristicas de firmeza de polpa, relacdo entre acidos e agucares,
viabilizando, desta forma, a sua exportagéo.

Os objetivos desse trabalho foram correlacionar o desenvolvimento da degenerescéncia
da polpa nas macds ‘Gala’, ‘Royal Gala’, ‘Fuji’ e ‘Braeburn’ apds o seu armazenamento em
AC, através de métodos predictivos para a ocorréncia desse distirbio e verificar a existéncia
de correlacdo entre os atributos de qualidade e maturacdo dos frutos com a ocorréncia de

degenerescéncia da polpa apds o armazenamento em AC.



CAPITULO 1

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Armazenamento de macas e perdas

A atmosfera controlada (AC) traz inimeros beneficios para a conservacdo de maca
‘Gala’, ‘Fuji’ e ‘Braeburn’, permitindo um maior periodo de armazenamento, podendo ser
superior a seis meses. A redugdo da pressdo parcial de O, e aumento da pressdo parcial de
CO, retardam a senecéncia e mantém a qualidade dos frutos (Volz et al., 1998). No
armazenamento da macd ‘Gala’ o uso da AC, associado a eliminacdo do etileno das camaras
durante o armazenamento, permite manter a qualidade dos frutos por um periodo ainda maior,
chegando até nove meses (Brackmann et al., 2000 e 2003).

No entanto, mesmo com os avancos nos métodos de armazenamento, ainda ocorrem
perdas pés-colheita, como a reducdo da firmeza de polpa, a perda de acidez, além da
ocorréncia de podriddes e desordens fisiologicas. Uma das desordens fisiologicas mais
freqiientes em maca é a degenerescéncia da polpa (Brackmann et al., 2001b). Essa desordem
fisiologica pode atingir até 20% dos frutos armazenados caracterizando perda de qualidade,
mesmo quando armazenados em condi¢des ideais de AC (Brackmann et al., 1998; Ceretta,
2003).

Sendo a cv. Fuji a mais susceptivel a esse distirbio das mag¢ds produzidas no Brasil, a
qual ndo tolera armazenamento sob pressdes parciais de CO, acima de 0,5kPa (Brackmann et
al., 2000; Brackmann et al., 2001; Brackmann et al., 2001b; Ceretta, 2003). Ja a ‘Braecburn’
produzida no Brasil, ou em paises de temperaturas mais altas tolera armazenamento com até
2,5kPa de CO;, mas em locais frios como Alemanha chega a ser mais susceptivel a

degenerescéncia da polpa que a ‘Fuji’ (Streif, 2002; Ceretta, 2003).

1.2. Caracterizacao de degenerescéncia da polpa

Nas macds ‘Fuji’ e ‘Braeburn’ a degenerescéncia da polpa caracteriza-se por um
escurecimento de coloracdo marrom intensa, que pode afetar a polpa do fruto e o miolo,
podendo evoluir para a formagdo de cavernas (Medeiros, 1999). J4, nas cultivares Gala e

Royal Gala ocorre principalmente a degenerescéncia senescente, onde o fruto apresenta uma



textura farinhenta, e geralmente, associada a perda de firmeza. Na ‘Gala’ essa desordem
fisiologica ocorre com coloracdo menos intensa, do que nas magas ‘Fuji’ e ‘Braeburn’, porém

em todas as cultivares esses distiirbios ocorrem durante o armazenamento (Saquet, 1997).

1.3. Causas da degenerescéncia da polpa

A sensibilidade das cultivares a degenerescéncia depende principalmente das pressdes
parcial de O, e CO, durante o armazenamento em atmosfera controlada. Entretanto, para
maca o uso de CO, elevado consiste em um alto risco de dano, quando comparado com outros
tipos de frutos. Recomendacdes de pressdes parciais de CO, geralmente nio excedem a SkPa
(Kupferman, 1997), porém macds ‘Gala’, ‘Royal Gala’, ‘Fuji’ e ‘Braeburn’ apresentam
disturbios internos durante armazenamento em AC numa atmosfera com esta pressdo parcial
de CO; (Ceretta, 2003).

No Brasil, as recomendagdes da pressdo parcial de O, s@o de 1 a 2kPa para diversas
cultivares de macgas e de CO, para ‘Gala’ e ‘Braeburn’ é de 2 a 3kPa (Brackmann et al., 1999;
Brackmann et al., 2000, Brackmann et al., 2001; Brackmann et al., 2001b, Brackmann et al.,
2003). A magd ‘Braeburn’ produzida em locais frios, como na Alemanha, deve ser
armazenada em baixo CO, (Streif, 2002), assim como a mag¢a ‘Fuji’ produzida no Brasil para
evitar a degenerescéncia interna (Brackmann et al., 2001b).

O sintoma de escurecimento e, inclusive com a formagdo de cavernas na polpa, ocorre
nos frutos armazenados em AC, sendo que, somente em casos muito severos, os sintomas sao
visiveis no exterior do fruto (Streif et al., 2001). Esse disttirbio ocorre de forma casualizada de
ano para ano, sendo influenciado por diversos fatores da pré e pds-colheita (Lau, 1997; Curry,
1998).

Volz et al. (1998) afirmam que magds ‘Fuji’ produzidas na Califérnia sdo muito
sensiveis a0 CO, usado durante a sua conservagdo. No Brasil, também se observa que a
mesma fruta, ¢ uma cultivar que ndo tolera a presenca deste gds, mesmo em condicdo de
armazenamento refrigerado (AR). Nesse caso, conforme se mencionou, € necessario colocar
grandes quantidades de cal hidratada no interior da camara de AC para absorver o CO,
produzido no processo respiratério (Brackmann & Chitarra 1998). Em condi¢des de AC,
diversos trabalhos demonstraram que a presenca de CO,, mesmo em concentragcdes baixas, €
prejudicial.

Brackmann et al. (1998) constataram que 11,7% de degenerescéncia interna em macas

‘Fuji’ armazenada por oito meses sob 1,5kPa de O, e 0,5kPa de CO; e temperatura de 0,5°C.

5



A ocorréncia de degenerescéncia tem sido observada mesmo quando os frutos foram
armazenados sob pressdes parciais muito baixas como 0,4kPa de CO, (Grant et al., 1996).
Esta sensibilidade da ‘Fuji’ ao CO, tem sido maior quando armazenada logo apds a colheita
comparada com frutos com atraso na instalagdo da AC (Watkins et al., 1997). Ceretta et al.
(2002) verificaram que frutos dessa cultivar tém diferente permeabilidade ao CO, em funcio
da regido climdtica que sdo produzidas e também da condicao nutricional do pomar. Algumas
cultivares de mac¢d podem apresentar variacdo na tolerincia as pressdes parciais de diéxido de
carbono (Monning, 1983).

Os frutos afetados pelo excesso de CO, normalmente apresentam um aspecto externo
normal e somente quando cortados apresentam regides da polpa marrons, as quais podem
estar distribuidas ao acaso ou podem formar uma zona escurecida entre o miolo e a casca.
Uma vez iniciado este processo, a ocorréncia pode aumentar rapidamente. Inicialmente o
tecido afetado € firme e imido, mas apds algumas semanas de armazenamento torna-se seco e
esponjoso formando pequenas cavidades na polpa, decorrente da morte de células por
desidratacdo (Argenta et al., 1994; Brackmann & Saquet, 1995). O distirbio ndo progride
apods o abaixamento das altas pressdes parciais de CO,, sendo a causa primdria uma excessiva
concentragdo deste gas no interior do fruto (Luchi & Luchi, 2001).

A ocorréncia do dano, pelo acimulo de CO, durante o armazenamento ¢é atribuida ao
aumento de acido succinico, devido a inibi¢do da enzima succinato dehidrogenase (Frenkel &
Petterson, 1973; Mooning, 1983). No entanto, alguns autores t&m atribuido que tais danos sido
provocados por mecanismos que inibem a respiracdo, causando mudangas no metabolismo
energético (Saquet et al., 2001).

A hipétese sugerida por Saquet et al. (2000 e 2001) é que o ATP deve estar envolvido
no desenvolvimento de distirbios fisiolégicos internos. Isto porque a alta concentracdo de
ATP e a baixa concentracio de ADP nos frutos, com atraso da instalacio da AC, tiveram
como resultado a elevada respira¢do, promovendo um estresse no metabolismo energético no
inicio do armazenamento. Assim, o alto CO,, associado ou ndo com o baixo O,, diminui a
taxa respiratéria, o que reduz a sintese de ATP e aumentando os produtos da respiragdo
anaerdbica ou fermentacdo como etanol e acetaldeido (Saquet et al., 2000).

Provavelmente, a sintese de ATP torna-se baixa para a sustentacdo do metabolismo
basico para a manutengdo e funcio das membranas no inicio do armazenamento (Saquet et al.,
2001). Indiretamente, este aumento de compostos, oriundos da fermentacao, pode aumentar a

permeabilidade da membrana mitocondrial, reduzindo ainda mais a producdo de ATP. Assim,



os danos nas membranas, que sdo induzidas pela falta de ATP, apresentam correlacdo com o
vazamento de fons na célula (Saquet et al., 2000).

Tais produtos da respiracdo anaerdbica, provavelmente, aumentam a permeabilidade da
membrana do vacuiolo, conduzindo ao extravasamento de fons, prétons, dcidos e fendis para o
citosol, provocando o escurecimento do tecido por oxidacdo, devido a reduzida sintese de
ATP. Indiretamente os fendis estdo envolvidos no apoptose pelo aumento de acido salicilico
que inibe a catalase. Uma vez a catalase inibida ndo ocorre a destoxificacdo do perdxido de
hidrogénio, que em niveis altos induz a resposta da hipersensibilidade e conseqiientemente
morte celular (Cassells & Doyle, 2003; Mittler et al., 2004).

Este fato ocorre com o ataque de fungos ou outros agentes que causam estresse. Porém,
Saquet et al. (2001) sugerem que novas investigacdes devem ser realizadas para se obter
melhor entendimento do metabolismo dos 4cidos graxos relacionados ao metabolismo
energético em frutos mantidos em AC. Novas publicagdes feitas por Franck et al. (2007) e
Streif (2008) concordam com a hipétese de Saquet et al. (2000 e 2001) para o surgimento do
escurecimento da polpa.

O mecanismo de como o elevado CO; e baixos niveis de O, causam danos as células dos
frutos ainda néo estd bem elucidado para a maca (Volz et al., 1998; Xuan, 2003; Streif, 2008).
Acredita-se que o estresse, induzido pelo baixo O, e alto CO,, provoca a respiracio
anaerébica, que aumenta o conteido de etanol, acetaldeido e outros produtos, inclusive a
formacdo de radicais livres, o que afeta o metabolismo energético (Lidster, 1990; Saquet et
al., 2000; Saquet, et al., 2001; Franck et al., 2007; Streif, 2008) e danifica as membranas das
células dos frutos.

Essas, normalmente, sdo reparadas e protegidas por um sistema celular anti-oxidante,
que inclui diversas enzimas como: catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPX), preoxidases, tioredoxina peroxidase,
glutationa redutase (GR), a-tocoferol, carotendides oxidase alternativa (AOX), tendo grande
importancia no ciclo da vitamina C — glutamina ‘glutathione’, que restauram as membranas
(Mittler, 2002; Mittler et al., 2004).

Com uma condi¢do de estresse oxidativo ocorre o dano nas membranas e, dessa forma,
aumenta a sua permeabilidade. Substancias fendlicas, entre outras, que geralmente estio
compartimentalizadas no vactolo, com a perda da seletividade das membranas, podem migrar
para o citosol onde s@o oxidadas por enzimas. Essa € uma hipdtese da formagéo da coloragio
escurecida no tecido de peras, que possivelmente pode ser vilida também para a

degenerescéncia da polpa em macas (Saquet, 2001b; Franck et al., 2007).



O espaco intercelular da polpa de magds normalmente apresenta pressdes parciais mais
elevadas de CO; que o ar circundante (Bender, 1986). No caso, a degenerescéncia, provocada
pelo acimulo de CO; ou pela falta de O,, pode ser devido a dificuldade de difusdo destes
gases na polpa do fruto (Watkins et al., 1997), gerando camadas com gradientes de pressdes
parciais de CO,, os quais s@o maiores no interior do fruto e menores nas camadas mais
préximas a epiderme, sendo observada uma relagéo inversa para o O,.

Um aumento das concentracdes de CO, exdgeno pode conduzir a um aciimulo ainda
maior na polpa, levando a um aumento na extensdo dos danos (Watkins et al., 1997). Por
outro lado, esse dano pode ocorrer pela reducdo nas concentragdes de O, exdgeno, pois estas
proporcionam uma condicdo de niveis extremamente baixos desse gds nas células do interior
dos frutos (Rabus, 2002; Franck et al., 2007; Streif, 2008). Diversos fatores podem influenciar
na difusdo do O, e CO; no tecido do fruto como o clima, tamanho do fruto, presenca do
disturbio fisiolégico como o pingo-de-mel, variedade e época de colheita (Gran & Beaudry,
1993; Park et al., 1993; Zhang & Bunn, 2000; Ceretta et al., 2002).

A ‘Fuji’ apresenta menor volume de espaco intercelular que a ‘Gala’, o que pode estar
relacionado com a dificuldade de difusdo do CO; na polpa desta cultivar. Isso também ocorre
nas cvs. Delicious e Braeburn, que também sdo sensiveis a este gas (Rajapakse et al., 1990;
Blanpied & Jozwiak 1993; Kupferman, 1997). A dgua que estd no espaco entre as células
reduz a permeabilidade aos gases, assim em macas ‘Fuji’ e ‘Braeburn’ as quais sdo bastante
suculentas e apresentam alta densidade, uma das alternativas para reduzir a incidéncia do
disturbio seria forcar a perda de 4dgua nos frutos, de tal forma que a qualidade ndo fosse
comprometida (Brackmann et al., 2008).

Esses mesmos autores afirmam que se aumenta a transpiracdo dos frutos baixando a
umidade relativa, aumentando a temperatura e velocidade de circulagdo de ar na cimara
frigorifica, desta forma, os frutos perdem 4gua, conseqiientemente aumentam a
permeabilidade da polpa aos gases. O rdpido estabelecimento da AC aliado a diminui¢do da
temperatura suprime, em muito, a transpiracdo em maca, porém pode induzir a manifestacio
de degenerescéncia da polpa (Saquet et al., 2003).

A sensibilidade de cultivares de macas ao baixo O, e alto CO, tem relacdo com o
volume de ar no tecido da polpa, ou seja, estd correlacionada ao espago intercelular dos frutos
que regula as trocas gasosas (Baumann & Henze, 1983). O volume entre as células determina
continuamente a resisténcia ao movimento interno de gases (Calbo & Sommer, 1987). Magas
com muito pouco espago intercelular, como a ‘Fuji’ e ‘Braeburn’, tém maior sensibilidade ao

baixo O; e alto CO,, em relagcdo & maca ‘Gala’, por exemplo. J4, cultivares com maior espaco
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intercelular, no cdrtex, sdo as que melhor se adaptam ao armazenamento (Ruess & Stosser,
1993).

O alto CO, tem mostrado ser mais prejudicial no inicio do que no final do periodo de
armazenamento (Brackmann et al., 1999). Isto pode estar relacionado com a suculéncia, como
jé mencionado anteriormente, pois no inicio do armazenamento dos frutos, os mesmos contém
mais dgua, o que manteria as células mais tirgidas e, portanto menor espaco intercelular,
dificultando, assim a difusdao do CO,. Watkins et al. (1997) e Saquet et al. (2001) relatam que
quando se procede a instalacdo rdpida da AC surgem posteriormente maiores danos nos
frutos.

No final do armazenamento, a perda de dgua ja € maior, o que facilita a difusdo do CO,
e, conseqiientemente, menor sensibilidade do tecido. Essa difusdo ocorre devido a respiragio
nas células, consumindo O; e produzindo CO,, desta forma, reduz as concentracdes de O, e
aumenta de CO; no interior do fruto e, por diferenca de concentracdo, o O, tende a permear
para o interior do fruto e o CO, produzido migrara na polpa do fruto em direc¢do ao exterior.

Brackmann et al. (1999) verificaram que a diminuicio da UR de 97% para 75%
propiciou menor incidéncia de degenerescéncia de polpa. Uma menor UR poderia representar
mais espago intercelular no fruto preenchido com ar e maior difusdo de CO,. Brackmann et al.
(2008) verificaram que a perda de massa fresca induzida entre 1,6% e 3,2%, durante o
armazenamento prolongado em atmosfera controlada, reduz a ocorréncia de degenerescéncia
senescente e de polpa farindcea, em macas ‘Royal Gala’, sem causar a perda da qualidade dos
frutos como murchamento.

A suscetibilidade das macds ‘Fuji’ e ‘Braeburn’ a degenerescéncia da polpa pode estar
relacionada a incidéncia de pingo-de-mel no fruto (Fan, 1992). O pingo-de-mel (‘“water core”)
¢ um distirbio de pré-colheita muito freqiiente nas referidas cultivares e caracteriza-se por
apresentar dreas de aparéncia translicida na polpa, devido ao encharcamento dos espagos
intercelulares com suco rico em sorbitol (Marlow & Loescher, 1984; Bowen & Watkins,
1996), que € produzido na folha e translocado para os demais 6rgidos da macieira (EPAGRI,
2002) o pingo-de-mel tende a desaparecer durante o armazenamento das cultivares, quando a
ocorréncia nao é muito intensa (Clarck et al., 1996).

O pingo-de-mel resulta da presenca de sorbitol em virtude da deficiéncia enzimadtica
para desdobrd-lo em glicose e frutose. O preenchimento dos espacos intercelulares pelo
sorbitol na forma liquida, diminuindo ainda mais o potencial osmético promove a retengédo de
dgua (Bowen & Watkins, 1997) e dificulta, assim, a difusio do CO, da polpa e, em

conseqiiéncia, pode ocorrer maior actimulo de etanol e acetaldeido, que em altas
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concentragdes, sdo toxicos aos tecidos e causam degenerescéncia da polpa durante o
armazenamento.

Williams (1966) observou uma conversdao prematura do amido em determinadas areas
especificas do fruto seguido de uma redugao da pressdo osmotica, que ocasiona o enchimento
dos espacos intercelulares com liquido. Ocorre também incremento da absor¢do de dgua e do
volume da célula. Assim, as células repletas de dgua entrariam em contato umas com as
outras, dificultando a difusdo do CO,.

O célcio também pode estar envolvido com a degenerescéncia da polpa, pois, segundo
Jones & Lunt (1967) o “vazamento de células” é afetado pela concentragio desse elemento
nas células (Marlow & Loescher, 1984). Bangerth et al. (1972) afirmam que o
desenvolvimento de degenerescéncia interna pode ser minimizado através da aplicacdo de
célcio, pois este componente reduz o “actimulo de sorbitol”. O célcio também pode ter
influéncia, pois muitas das desordens fisioldgicas que afetam os frutos estio relacionadas com
0 seu baixo contetido nos tecidos (Brackmann & Ribeiro, 1992) e com a variacio do local do
pomar, ocorre variagdo do teor de nutrientes.

O local de produgcdo da macd pode influenciar na predisposicdo aos distirbios
fisiologicos nos frutos tornando-os mais ou menos sensiveis (Volz et al., 1998b). Estes
autores estudaram a sensibilidade da ‘Fuji’ oriunda de cinco diferentes pomares e constataram
diferencas na extensdo do escurecimento interno, produgdo de etanol, acetaldeido e etil
acetato. Watkins et al. (1997) também constataram variacdo na incidéncia de desordens
internas em magcas oriundas de diferentes pomares.

As respostas de macgds ao CO;, variam muito entre as regides produtoras (Meheriuk,
1989). Geralmente, macas produzidas em locais de clima mais quente sio menos sensiveis ao
CO,, o que deve estar ligado a estrutura celular (Ceretta et al., 2002; Ceretta, 2003). Frutos de
locais mais frios podem apresentar polpa mais compacta e ter maior dificuldade de difusdo do
CO,, além de alterar o formato dos frutos, assim aumenta a sensibilidade a este géis. Essa
variabilidade possivelmente € ocasionada pelas diferencas nas propriedades de difusdo de
gases através da polpa e pelas diferentes taxas de respiracdo dos frutos (Dadzie et al., 1993).

Segundo Watkins et al. (1997), na Nova Zelandia os produtores t€m muitas perdas de
maca devido a degenerescéncia interna e estas sdo mais predominantes nas regides mais frias.
Ceretta et al. (2002) constataram evidéncias de menor difusdo de CO; na polpa de magas,
proveniente de regides produtoras brasileiras de clima frio, em relacdo as regides de clima

mais quente.
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1.4. Métodos de previsao de ocorréncia de degenerescéncia da polpa

A viabilizacdo do uso de métodos predictivos vai permitir prever, na colheita ou, de
preferéncia, até antes desta operacdo, quais os pomares ou lotes de macgds sdo mais
susceptiveis a distdrbios fisiolégicos durante o armazenamento. Com isso, pode-se optar por
ndo armazenar este produto e sim comercializa-lo imediatamente apds a sua colheita. Por
outro lado, os frutos mais resistentes a manifestacdo desse dano podem ser armazenados, €

dessa forma, reduzir as perdas de qualidade durante o periodo de armazenamento.

1.4.1. Infiltracio de nutrientes

Existem algumas formas de induzir o aparecimento e até mesmo acelerar a manifestacio
dos disturbios internos nas magds, como por exemplo ‘bitter pit’, métodos estes ja utilizados
comercialmente no Chile (Retamales et al., 2000; Amarante et al., 2005; Sestari, 2006).
Altherr et al. (1995) observaram que a degenerescéncia da polpa da maca tem correlagdo com
os niveis dos nutrientes da polpa dos frutos, sendo que os elementos minerais que
apresentaram correlacdo com a degenerescéncia foram Ca, K, P e Mg e suas relagdes, por
exemplo, K/Ca ou (K+Mg)/Ca.

Um método utilizado para predicio de ‘bitter pit’ € a infiltracio com Mg (Retamales et
al., 2000; Amarante et al., 2005; Sestari, 2006). Como a degenerescéncia da polpa também
tem relacdo com o nivel de célcio no fruto, a infiltracdo de Mg poderia também ser um teste
predictivo para prever na colheita ou de preferéncia antes desta operacdo, a susceptibilidade
dos frutos a ocorréncia de degenerescéncia durante o armazenamento.

Marschner (1997) afirma que a ocorréncia de distiirbios fisiologicos esta relacionada
com o desequilibrio nutricional, sendo muito influenciada pela deficiéncia de Ca (Luchi &
Luchi, 2001). Neste sentido, Curry (2002 e 2003) verificou correlacdo na predi¢do de
distirbios em mac¢d com infiltracio a vicuo de elementos minerais que influenciam na
absorcdo do Ca, como por exemplo, 0 Mg e K. O célcio pode ser trocado por estes elementos
na infiltracdo, devido as suas similaridades quimicas, mas o Mg e K ndo terdo as mesmas
funcdes que o Ca na célula ou no tecido dos frutos, podendo predispor rapidamente os frutos

aos distidrbios fisiolégicos, servindo como métodos de predigdo.
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1.4.2. Método da aceleracao da maturacio

A degenerescéncia da polpa manifesta-se com maior freqii€ncia durante o
armazenamento em frutos de maturagdo avancada (Franck et al., 2007). Assim, a indu¢o do
amadurecimento da macgd pode ser uma possibilidade para predicdo da degenerescéncia
interna nas macas. Esta metodologia ja foi utilizada para predicdo de ‘bitter pit’ através do uso
de etileno ou acetileno (Ferguson & Watkins, 1989; Sestari, 2006).

A indugdo da manifestacdo dos distirbios fisioldgicos nos frutos através da aceleragio
do amadurecimento pode ser realizada de vérias formas ja conhecidas, como o uso de
temperaturas elevadas (acima de 20°C) e através de aplicagdo de ethephon. Neste caso, o
ethephon serd fonte de etileno, fito-hormonio responsdvel pela aceleracdo dos processos de
amadurecimento dos frutos e senescéncia dos vegetais. Além disso, pode-se também induzir o
amadurecimento dos frutos, colocando-os em ambientes herméticos com alta concentracido de

etileno (Eksteen et al., 1977; Sestari, 2006).

1.4.3. Fluorescéncia de clorofilas

Deell et al. (1998) e Prange et al. (2005) afirmam que € possivel avaliar o estresse no
tecido dos frutos através de fluorescéncia de clorofilas. Saquet & Streif (2002) verificaram
correlacdo entre fluorescéncia de clorofilas com distdrbios internos nas peras. Além disso,
imagens macroscopia de fluorescéncia de clorofila podem ser utilizadas para detectar danos
nos tecidos como a ocorréncia de ‘bitter pit’ e de escaldadura (Vandeven et al., 2002). A
fluorescéncia de clorofila também ja ¢ utilizada no sistema de armazenamento ‘Dynamic
Controlled Atmosphere’ (DCA), o qual serve para manter a qualidade dos frutos e reduzir a
ocorréncia de distirbios fisiolégicos em frutos armazenados (Toivonen & DeEll, 2001;
Prange et al., 2002; Prange et al., 2003; Veltman et al., 2003; Prange et al., 2005; Zanella &
Cazzanelli, 2007).

Esta técnica permite determinar indiretamente nos frutos quando as condicdes de
oxigénio e dioxido de carbono da AC chegam a niveis criticos que podem causar dano as
células e tecidos dos frutos. Essa forma de armazenamento em AC avalia o nivel metabdlico
encontrado no fruto (Prange et al., 2005; 2005b). DCA leva vantagem em relacdo a outras
técnicas que avaliam o etanol ou acetaldeido na atmosfera de armazenamento que sdao os

produtos da respiracdo anaerdbica, possivelmente, pois o estresse na DCA pode ser detectado

12



em momento mais precoce. A avaliacdo da DCA avalia a fluorescéncia de clorofilas enquanto

os outros métodos precisam medir os produtos oriundos da respiragdo anaerdbica onde, ja

pode estar ocorrendo dano nas células.
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Figura 1.1. Absorcdo e emissdo de luz pela clorofila. (A) Diagrama mostrando o nivel

energético. A absorcdo ou emissdo de luz € indicada pelas linhas verticais que
conectam o estado-base com os estados excitados dos elétrons. As bandas de
absorcdo da clorofila no azul e no vermelho (que absorvem fétons azuis e
vermelhos, respectivamente) correspondem as setas verticais para cima,
significando que a energia absorvida pela luz provoca uma alteracao na molécula
do estado-base par um estado excitado. As setas que apontam para baixo indicam
fluorescéncia, onde a molécula vai do estado de baixa excitagdo para o estado-
base, enquanto re-emite energia na forma de fétons. (B) Espectros de absorcdo e
fluorescéncia. A banda de absor¢do nos comprimentos de onda longos
(vermelhos) da clorofila corresponde a luz que possui a energia necessaria para
causar a transicdo do estado-base para o primeiro estado de excitagdo. A banda
de absor¢do nos comprimentos de onda curtos (azul) corresponde a transicdo
para o estado de alta excitacdo (Taiz & Zeiger, 2004).

7z

A fluorescéncia de clorofila é alterada conforme a situacdo em que se encontra o

metabolismo celular. Esta alteragdo ocorre pela sensibilidade da clorofila aos diversos

estresses e danos inclusive na pés-colheita (Schreiber et al., 1994; Saquet & Streif, 2002). A

fotossintese converte a energia luminosa em energia quimica (Taiz & Zeiger, 2004). Assim,

para entender a alteracdo da fluorescéncia de clorofila é preciso compreender também o

processo de fluorescéncia.
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Para isso, a Figura 1.1 e ilustrado que a distribui¢do de elétrons na molécula excitada é
de certa forma diferente da distribuicio da molécula no estado-base (Taiz & Zeiger, 2004).
Esses mesmo autores explicam que a absor¢do de luz azul excita a clorofila a um estado
energético mais elevado que a luz vermelha, pois a luz azul fornece mais energia por féton,
devido ao menor comprimento de onda (Figura 1.1). No estado excitado, a clorofila é
extremamente instivel e rapidamente libera parte de sua energia ao meio como calor,
entretanto em um estado de menor excitagdo no qual pode permanecer estivel por alguns
nano segundos.

A clorofila no estado de excitagdo possui quatro alternativas para liberar a energia
disponivel (Taiz & Zeiger, 2004): 1) a clorofila excitada pode re-emitir um féton e, assim,
retornar ao seu estado-base, o que se chama de fluorescéncia, sendo, no entanto, a re-emissao
de ondas num comprimento de onda levemente maior, pois parte da energia é convertida em
calor e a clorofila emite fluorescéncia na regido vermelha do espectro (Figura 1.1). 2) a
clorofila excitada converte a energia em calor; 3) ocorre transferéncia de energia para outra
molécula; 4) ocorre processo fotoquimico, no qual a energia do estado excitado provoca a

ocorréncia de reagdes quimicas.

Luz Luz Luz

| | |

v v v
PSII LHC PS1

Chla* Il

Calor Chl a* II Calor

Fluorescéncia (Fluorescéncia)
H,0 — Z —> PGSUﬂQA—bQB—b@—PC?’;—bI‘C — Fd— NADPH
b
Ciclode
Calor Calor Calvin

Fotoquimica — Rendimento quintico foto-quimico
Chl a* ][] —— Calor —» Nio hé rendimento quintico foto-quimico
Fluorescéncia
Figura 1.2. Ilustracdo esquemadtica de conversdo da energia primdria na fotossintese e

influéncia in vivo do rendimento da fluorescéncia de clorofila. A variacdo da
fluorescéncia original se dd exclusivamente pelo fotosistema II (PSII). O
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rendimento da fluorescéncia maxima € menor pela separacdo da carga foto-
quimica e dissipacdo de calor (Schreiber et al., 1994 e Saquet & Streif, 2002).

Schreiber et al. (1994) e Saquet & Streif (2002) ilustram como a fluorescéncia de
clorofila resulta da reacdo de desexcitagdo das moléculas de clorofilas excitadas (Figura 1.2).
Em condigdes ideais a energia na fotossintese é convertida em energia quimica, ou seja, na
assimilagdo de carbono, na forma de aguicares nas plantas (Taiz & Zeiger, 2004). Porém,
recentemente estd se utilizando a fluorescéncia da clorofila para detectar estresse em frutos
armazenados em pressdes parcial muito baixo de oxigénio ou elevada pressdo parcial de
diéxido de carbono (Prange et al., 2005), e desta forma, pode-se ajustar o balanco desses
gases na camara fria para obter aumento do periodo de armazenamento e manter a qualidade
dos frutos.

A justificativa mais plausivel de como o estresse desses gases pode interferir na
fluorescéncia de clorofila é pela acidose do citoplasma celular, que ocorre em condi¢les que
estimulam a respirag@o anaerébica (Gout et al., 2001; Prange et al., 2005b). Gout et al. (2001)
e Prange et al. (2005) mostram que a deficiéncia de oxigénio no tecido (anoxia) impde a
acidose do citoplasma, o que se correlaciona com a hidrdlise de adenosina trifosfato (ATP) e
outros nucleotideos trifosfatos (NTPs) como 4cido fosférico ATP + HO = ADP + H3;PO,.
Nesta reagdo também ocorre perda de H" do vactolo, mas ndo ha correlagio com a mudanga
do pH citoplasmadtico e também com a hidrélise dos NTPs.

Prange et al. (2005) afirmam que se a célula volta & condi¢do ideal para uma respiragio
aerdbica, o pH citoplasmdtico aumenta, porém o pH extracelular e do vactiolo diminui, ou
seja, o estresse causado pelos niveis extremos de gases deve ser reversivel se esse ainda ndo
causou dano as células e/ou tecidos. Dessa forma, sugere que a acidose do citoplasma ocorre
pela reducdo do transporte de H" do citoplasma para o vactolo ou espaco extracelular. A
acidificagdo da parede celular vegetal, apés o retorno dos niveis de gases favordveis a
respiragdo aerdbica (‘normoxia’), pode promover o amolecimento da parede celular, pois esta
acidificagdo da parede celular € um processo normal no processo de crescimento celular
(Rayle & Cleland, 1992; Cosgrove, 1997; Cosgrove, 1999). Desde entdo, a acidose
citoplasmatica vem sendo considerada também como um sinal da morte celular, cujos efeitos
positivos ou negativos da AC pode ser melhor entendido com mais pesquisas sobre o efeito da
AC na acidose citoplasmatica (Prange et al., 2005).

Pode-se entdo levantar a hipdtese de que as condig¢des de estresse produzem radicais

livres e substancias que podem danificar a estruturas das células, e que normalmente estes
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radicais livres sdo oxidados no ciclo da vitamina C e as estruturas reparadas, com necessidade
de energia (Saquet et al., 2000; Franck et al., 2007). No entanto, com um estresse oxidativo,
somado com a acidificacdo do citoplasma, ocorre possivelmente a ruptura das membranas e
em algumas destas estdo as clorofilas, que podem responder a andlise de fluorescéncia de

clorofilas (Taiz & Zeiger, 2004; Prange et al., 2005).

1.4.4. Exposic¢ao de frutos ao alto CO;

Volz et al. (1998) conseguiram prever a sensibilidade das mag¢as ‘Fuji’ a ocorréncia de
degenerescéncia através do curto estresse por alta pressdo parcial de CO, (20 e 50kPa) na
colheita durante trés, cinco ou sete dias. Saquet et al. (2001) e Franck et al. (2007) afirmam
que a ocorréncia de degenerescéncia estd relacionada ao metabolismo energético, além disso,
os compostos oriundos da respiracdo anaerdbica também apresentam correlagdo com a
ocorréncia desse disttrbio (Volz et al., 1998b). A metodologia proposta por Volz et al. (1998)
reduz de forma dréstica o nivel energético nos frutos e aumenta a producdo de compostos da
respiracdo anaerdbica, entdo os frutos que tem maior sensibilidade & manifestacdo de
degenerescéncia, apresentariam o sintoma logo apds a colheita. Assim sendo, os frutos dos
pomares que apresentarem tal sensibilidade ndo devem ser armazenados, para evitar elevada

ocorréncia de degenerescéncia da polpa.

1.4.5. Relacio da degenerescéncia com parametros de maturacio e qualidade

Na literatura consultada existem poucos trabalhos que tentam correlacionar os atributos
de maturagdo e qualidade dos frutos com a ocorréncia de degenerescéncia da polpa ou outros
disturbios fisiolégicos. No entanto, as caracteristicas das macglds que interferem a
permeabilidade de gases devem interferir também na manifestacdo da degenerescéncia da
polpa (Ceretta, 2003). Dessa forma, possivelmente firmeza de polpa e densidade podera
apresentar correlagdo com a manifestacdo da degenerescéncia da polpa (Altherr et al., 1995).
Neuwald et al. (2005) encontraram boa correlacdo da ocorréncia de degenerescéncia da polpa
com indice de iodo-amido, sélidos soldveis totais, densidade dos frutos, teor de suco e

permeabilidade da polpa ao ar.
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Altherr et al. (1995) verificaram correlacdo da degenerescéncia da polpa em macas com
didmetro dos frutos e nimero de sementes. Sestari et al. (2007) estudando outro distirbio

fisiologico, o ‘bitter pit’, encontraram correlacdo com o indice de iodo-amido.
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CAPITULO 2

Previsdo de degenerescéncia da polpa em maca ‘Fuji’ armazenadas em atmosfera

controlada

RESUMO

Durante o armazenamento de mag¢d ‘Fuji’ ocorrem distirbios fisiolégicos, como
escurecimento da polpa e até o surgimento de “cavernas”. Frutos com este distirbio ndo
podem ser identificados e eliminados durante o processo de selecdo e classificagdo, mas
somente é detectado no momento do consumo. O objetivo deste trabalho foi de correlacionar
atributos de qualidade e maturacdo, no momento da colheita, com a ocorréncia de
degenerescéncia da polpa apds o armazenamento em AC. Verificou-se também que, os frutos
do mesmo pomar apresentam diferenca na susceptibilidade a degenerescéncia quando se
altera a condicdo de armazenamento. Os SST tiveram correlagdo com a degenerescéncia na
condicdo de AC com baixo CO,. Para a condicdo de AC com alto CO, houve correlacio da

ocorréncia de desordens fisioldgicas com teor de suco nos frutos.

PALAVRAS CHAVES: Malus domestica, escurecimento interno, qualidade dos frutos,

atmosfera controlada, pds-colheita.

Prediction of flesh browning in ‘Fuji’ apple under controlled atmosphere storage

ABSTRACT

During storage of ‘Fuji’ apple occurred physiological disorders, as flesh browning,
breakdown, core browning and cavity formation. Fruits with this disorder can not be
identified and removed during the process of selection and classification but only were
detected at the consumption. The objective of this work was to investigate forms to predicted
before or at-harvest time which fruits have higher susceptibility to flesh browning. Results
showed that fruit from the same orchard have difference in susceptibility to flesh browning.

TSS had correlation when storage conditions are changed with physiological disorders in CA
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condition with low CO,. In CA condition with high CO,, this was correlation of physiological
disorders with juice in the fruits.
Key-words: Malus domestica, browning disorder, fruit quality, controlled atmosphere, post-

harvest.

2.1. Introducao

A atmosfera controlada (AC) traz indmeros beneficios para o armazenamento de maga
‘Fuji’, permitindo um aumento no periodo de conservagdo que pode ser superior a seis meses.
A reducdo da pressdo parcial de O, e aumento da pressdo parcial de CO;, retardam a
senecéncia e mantém a qualidade dos frutos (Volz et al., 1998). Entretanto, para maca ‘Fuji’,
o uso de CO; no armazenamento comercial € limitado pelo risco de dano. De maneira geral,
as recomendacdes de pressdes parciais de CO, para magas ndo excedem a SkPa (Kupferman,
1997).

A magd ‘Fuji’, pode apresentar sérios problemas de disttirbios fisiol6gicos internos em
AC com altos niveis de CO, (>1,0kPa) (Volz et al., 1998; Ceretta, 2003). No Brasil, também
se observa que € uma cultivar ndo tolerante a presenca deste gias, mesmo em condicido de
armazenamento refrigerado (AR). A ocorréncia de degenerescéncia também tem sido
observada mesmo em armazenamento com pressdes parciais muito baixas, como 0,4kPa de
CO, (Grant et al., 1996).

De acordo com Saquet (2003), a sensibilidade da maca ao CO, tem sido maior quando a
instalacdo da atmosfera é realizada logo apds a colheita. Existem evidencias de que a
suscetibilidade ao CO, durante o armazenamento em AC estd relacionada com a baixa
permeabilidade da polpa aos gases (Ceretta, 2003). Este autor também afirma que frutos desta
cultivar t€m diferente permeabilidade ao CO, em funcdo da regido climitica em que é
produzida e também da condi¢@o nutricional do pomar.

Os frutos afetados pelo excesso de CO,, normalmente, apresentam um aspecto externo
normal e somente quando sdo cortados ao meio apresentam regides da polpa marrons, as quais
podem estar distribuidas ao acaso ou podem formar uma zona escurecida entre o carpelo e a
epiderme (Brackmann & Saquet 1995). Segundo Luchi & Luchi (2001), o distiirbio nio
progride apds a reducdo das altas pressdes parciais de CO,, sendo a causa primdria uma
excessiva concentragdo deste gis no interior do fruto.

O mecanismo de como o CO, causa dano as células dos frutos ainda nido estd bem

elucidado em macas (Volz et al., 1998; Streif, 2008). Alguns autores t€ém atribuido que tais
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danos sdo provocados por mecanismos que inibem a respiragdo, causando mudangas no
metabolismo energético (Streif, 2008; Saquet et al., 2001; Saquet et al., 2000). O alto teor de
CO,, associado ou ndo com o baixo teor de O,, diminui a taxa respiratéria, o que reduz a
sintese de ATP e aumenta os produtos da fermentacdo como etanol, acetaldeido e radicais
livres (Saquet et al., 2000; Frank et al., 2007; Streif, 2008). E provavel que a sintese de ATP
torna-se insuficiente para a sustentacdo do metabolismo basico para a manutengdo e funcio
das membranas no inicio do armazenamento (Saquet et al., 2001).

Indiretamente este aumento de compostos, oriundos da fermentacdo, pode aumentar a
permeabilidade da membrana mitocondrial, reduzindo ainda mais a producdo de ATP,
ocasionando danos a2 membrana e formando um efeito cascata que acaba com a manifestacao
das desordens fisiologicas. Estes produtos da respiracdo anaerdbica, provavelmente,
aumentam a permeabilidade da membrana do vactolo, conduzindo a um extravasamento de
fons, prétons, acidos e fendis para o citosol, provocando o escurecimento do tecido por
oxidacdo, devido a reduzida sintese de ATP.

Essa hipdtese ja foi proposta por Frank et al. (2007) para peras, e acredita-se que em
macas possa ocorrer um processo semelhante. O alto teor de CO, durante o armazenamento
em AC, provavelmente, é um fator chave, porém, seu efeito ¢ modulado por alguns fatores
conhecidos e outros ainda desconhecidos (Streif, 2008).

O acumulo de CO; pode ser devido a dificuldade de difusdo deste gas na polpa do fruto
(Watkins et al., 1997), ocorrendo um gradiente com camadas de pressdes parciais de CO,
maiores no interior ¢ menor nas camadas mais proximas a epiderme do fruto. Um aumento na
concentragdo de CO, exdgeno resultando em um menor gradiente de CO, com o ambiente
externo e, portanto, em um menor fluxo de CO, para fora do fruto o que pode conduzir a um
acumulo ainda maior na polpa, levando a um aumento na extensdao dos danos (Watkins et al.,
1997).

Diversos fatores podem influenciar na difusdo do CO; no tecido do fruto, como o
tamanho do fruto, presenca do distirbio fisiolégico “pingo-de-mel”, variedade, época de
colheita e local de produgfo, espago intercelular do tecido da polpa e difusividade dos gases
(Kupferman, 1997; Volz et al., 1998; Ceretta et al., 2003; Streif, 2008). No momento em que
estiverem elucidados quais os mecanismos que levam o surgimento do escurecimento da
polpa da maca, pode-se tornar mais facil encontrar formas de prognose da referida desordem
fisiologica.

Ja existem algumas formas de induzir o aparecimento e até mesmo acelerar a

manifestagdo dos distirbios internos nas magas recém colhidas (Volz et al., 1998). Partindo-se
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desse principio, seria possivel empregar essas técnicas para prever, no momento da colheita,
ou de preferéncia, até antes desta operacdo, quais os pomares ou lotes de macgds mais
susceptiveis a degenerescéncia da polpa. Com isso seria possivel optar por ndo armazenar este
produto e sim comercializd-lo imediatamente apds a sua colheita. Por outro lado, os frutos
mais resistentes a manifestacio desse distirbio poderiam ser armazenados, e dessa forma,
haveria menos perdas durante o periodo de armazenamento.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a correlacdo entre atributos de maturagio e
qualidade com a ocorréncia de degenerescéncia da polpa e se frutos colhidos de diferentes
pomares apresentam ou ndo o mesmo comportamento durante o armazenamento em AC, com

relacdo a degenerescéncia da polpa.

2.2. Material e métodos

O experimento foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Poés-colheita (NPP) do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), com frutos da
cv. Fuji, oriundos de trés pomares comerciais das regides produtoras dos estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. Ap6s a colheita, os frutos foram transportados para Santa
Maria, onde foram descartados aqueles com lesdes e/ou fora da classe pré-estabelecido (135),
ou seja, em uma caixa de 18 kg deve conter 135 frutos, e homogeneizado as amostras
experimentais.

Em cada pomar foram colhidas nove amostras de 25 frutos, uma destas para ser avaliada
quanto aos atributos fisico-quimicos. Além disso, oito amostras de 25 frutos foram
armazenadas, para avaliacdo apds oito meses de armazenamento em cada condicdo de AC e
mais sete dias de exposi¢ao a 20°C.

O armazenamento da maca ‘Fuji’ foi realizado na temperatura de -0,5°C, nas condig¢des
de atmosferas controladas de: [1] 1,2kPa de O, e <0,5kPa de CO, (baixo CO,) e [2] 1,2kPa de
0O, e 2,0kPa de CO, (alto CO,).

Foram efetuadas as seguintes andlises:

a) Firmeza da polpa: na regido equatorial do fruto, em dois lados opostos, foi removida
uma pequena por¢ido da epiderme e posteriormente, com auxilio de um penetrometro com
ponteira de 11mm de didmetro, determinando a firmeza de polpa, expressa em Newton (N);

b) Teste do iodo-amido: realizado utilizando-se uma solu¢do com 12g de iodo metalico

e 24g de iodeto de potdssio em um litro de dgua destilada. Apds o corte na regido equatorial
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do fruto, aplicou-se a solucdo de iodo através da imersdo da superficie cortada da regido
peduncular. A seguir, a0 comparar o escurecimento causado pela reacdo do iodo com o
amido, na regido cortada, tendo como referéncia a tabela de fotografias com uma escalade 1 a
10, onde o indice 1 indica o teor maximo de amido e o indice 10 representa o amido
totalmente hidrolisado.

¢) Solidos soliveis totais (SST): determinados por refratometria, utilizando-se suco
extraido de uma amostra de frutos, sendo a leitura determinada em graus Brix (°Brix), com
compensagdo do efeito da temperatura;

d) Teor de suco: obtido pela diferenca do peso apds a prensagem com 1500kgf de uma
amostra de aproximadamente 20g da polpa do fruto durante 1 minuto, conforme metodologia
descrita por Lunardi (2003).

e) Diametro dos frutos: medido com auxilio de um paquimetro na regido equatorial do
fruto, sendo considerado o maior valor de didmetro do fruto. Os valores obtidos foram
expressos em mm.

f) Densidade dos frutos: Os frutos foram colocados individualmente em recipientes
com volume de 1.000ml. Apds, foi completado o volume com 4gua até 700ml. A densidade
foi determinada pela relagdo da massa do fruto (g) dividido pela subtracdo do volume total
que é 700ml com o volume de agua gasto para completar 700ml Principio de Arquimedes
(Sestari, 2006).

g) Degenerescéncia da polpa: o escurecimento interno e o surgimento de cavernas na
polpa, apés o armazenamento, através de cinco cortes transversais formando camadas de
aproximadamente lcm. Estes cortes expuseram totalmente a polpa para a observagdo visual,
sendo determinada a percentagem de frutos com sintomas do distirbio.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo os resultados
submetidos a andlise da varidncia, desvio padrdo e teste de correlacdo de Person. Os
resultados dos atributos fisico-quimicos da andlise inicial foram submetidos a andlise de
correlacio com a ocorréncia de degenerescéncia da polpa nos frutos armazenados em
atmosfera controlada e exposicdo a vida de prateleira a 20°C. Para a ocorréncia de
degenerescéncia da polpa foi realizada a andlise de varidncia e compara¢do pela minima

diferenca significativa.

2.3. Resultados e discussao
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Na condi¢do de AC [1] ap6s oito meses de armazenamento os frutos apresentaram 4, 7 e
30% de degenerescéncia da polpa para os pomares 1, 2 e 3, respectivamente (Figura 2.1). J4,
para a condi¢cdo de AC [2] também apds oito meses a ocorréncia dessa desordem fisioldgica
foi de 35, 22 e 25% respectivamente (Figura 2.1). Além disso, ocorreu mudanca de
comportamento na ocorréncia de degenerescéncia entre pomares e condicdo de atmosfera
controlada. Como pode ser observado os pomares 1 e 2 aumentaram a ocorréncia desse
distdrbio quando a condi¢do de AC teve maior pressdo parcial de CO,, porém, isso ndo
ocorreu para o pomar 3. Esse comportamento, provavelmente dificulta uma previsdo da
ocorréncia de degenerescéncia da polpa de qualquer condicio de AC, ou seja, frutos do
mesmo pomar apresentam diferencas na susceptibilidade a degenerescéncia quando se altera a
condicdo de armazenamento. Observou-se que correlacionando os atributos de qualidade e
maturacdo na colheita com ambas as condicdes de atmosfera controlada juntas, ndo se obteve
correlacdo (dados ndo mostrados), provavelmente pela mudanga na ocorréncia dessa

desordem fisioldgica que ocorre entre as condi¢des de AC e pomares.

60

Degenerescéncia da polpa

1,2kPa O2 + <0,5kPa CO2 1,2kPa O2 + 2,0kPa CO2
(1] [2]
Condicao de AC

‘ OPomar 1 OPomar 2 OPomar 3 ‘

Figura 2.1: Percentagem de escurecimento da polpa na maca ‘Fuji’, de trés pomares,
armazenada por oito meses em AC e mais sete dias a 20°C, Santa Maria, RS,
2004.
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Ao proceder-se a andlise de correlagdo entre a degenerescéncia da polpa e as demais
varidveis (Tabela 2.1) foi possivel verificar correlagdo positiva da incidéncia de
degenerescéncia da polpa apés o armazenamento, em AC com baixo CO,, com o SST. Isso
quer dizer que quando se tem maior conteiido de SST, ou seja, possivelmente os frutos
estejam num estidgio mais avangado de maturagdo, vai ocorrer uma maior incidéncia de

desordens fisiologicas.

Este resultado concorda com o obtido por Watkins et al. (1997) e Volz et al. (1998) ao
afirmarem que em frutos com estdgio mais avancado de maturagdo apresentam maior
ocorréncia de escurecimento da polpa, estando também parcialmente de acordo com Castro et
al. (2007), que verificaram que, em alguns casos, em colheita tardia da cv. Pink Lady, ocorre
aumento da ocorréncia desta desordem fisiologica. Porém na condicdo de armazenamento
com alto CO,, provavelmente por ser esse o fator que desencadeia o processo de
escurecimento da polpa, o SST, nessa condi¢do de armazenamento, ndo apresentou correlacao

com a ocorréncia da degenerescéncia.

Na andlise de correlag@o para a condi¢do de AC com alto CO, (Tabela 2.1), verificou-
se correlacdo positiva com a percentagem de suco dos frutos. Esse atributo de qualidade deve
estar interferindo na difusividade da polpa aos gases e, portanto, na trocas gasosas que
ocorrem durante o processo de armazenamento e durante o periodo de prateleira “shelf life”

desses frutos, principalmente quando se utiliza a AC para o armazenamento.

Essa dificuldade nas tracas gasosas pode gerar um actimulo de CO, no tecido da polpa
da macd, o qual pode causar danos, e conseqiientemente, o escurecimento deste tecido
(Watkins et al., 1997). Kupferman (1997), Ceretta et al. (2003) e Streif (2008) verificaram
menor escurecimento quando o fruto apresentou mais espago intercelular, facilitando as trocas
gasosas e, assim, o CO; ndo acumula os niveis téxicos no tecido. O teor de suco e a
densidade, porém ndo apresentam correlacdo com a degenerescéncia quando os frutos foram

armazenados em baixo CO,.

Esse resultado permite inferir que provavelmente mesmo que o fruto apresente menor
difusividade ao O, e ao CO;, a manutenc@o de um gradiente de pressdo parcial destes gases
suficiente para as trocas gasosas em quantidade suficiente para evitar o estresse que

desencadeia a degenerescéncia da polpa.

Essas correlacdes encontradas podem auxiliar numa triagem dos frutos provenientes

de diferentes pomares. Desta forma, essa verificagdo da suscetibilidade dos frutos na colheita
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poderia reduzir a perda de qualidade causada pela degenerescéncia da polpa. Sabendo quais
pomares tem maior suscetibilidade a esta desordem, os frutos provenientes destas areas
poderiam ser rapidamente comercializados. Assim, evita-se o estresse causado nos frutos
pelas condicdes extremas de AC (como o alto CO, e/ou baixo O; no tecido dos frutos),
principalmente na instalagdo da AC que podem causar danos aos tecidos vegetais, durante o
armazenamento em frutos sensiveis. Como estes sdo os primeiros resultados obtidos no
Nicleo de Pesquisa em Pods-colheita da UFSM para previsdo de distirbios fisioldgicos
internos de macad ‘Fuji’. Estes resultados sdo preliminares e hd necessidade de novos estudos
para viabilizar o uso de varidveis de maturacdo e qualidade na previsdo de distirbios

fisioldgicos internos.

Tabela 2.1: Coeficientes de correlacdo (R*) de degenerescéncia da polpa de magds ‘Fuji’ de
trés pomares e duas condi¢des de AC com diferentes atributos de qualidade apds o
armazenamento e mais sete dias a 20°C, com as varidveis avaliadas na colheita.

Santa Maria, RS, 2004.

Parametros 1,2kPa O, + <0,5kPa CO, 1,2kPa O; + 2,0kPa CO,
Firmeza de polpa 0,18 -0,26
Indice de iodo-amido 0,06 -0,02
SST 0,77* -0,06
Peso frutos (g) 0,34 -0,40
Diametro dos frutos (mm) 0,31 -0,42
Densidade 0,36 -0,73
% de suco dos frutos -0,24 0,83%*
Permeabilidade 0,33 -0,05

Significincia do coeficiente de correlacio (") a 5% de probabilidade de erro.

2.4. Conclusoes

H4 mudanca na ocorréncia de degenerescéncia da polpa entre pomares e condi¢do de
AC, o que dificulta uma previsdo utilizando diferentes condicdes de AC. A correlacdo das
avaliagGes iniciais com a ocorréncia de desordens fisioldgicas depende de cada condigdo de

AC.
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Os atributos que apresentam correlacdo significativa com a manifestacio de
degenerescéncia da polpa, ap6s o armazenamento em AC e vida de prateleira, foram: SST e
teor de suco na polpa dos frutos, porém essa correlacdo € verificada apenas na condicdo de
armazenamento de baixo CO, SST ou de alto CO, teor de suco, porém essas afirmagdes

devem ser confirmadas por um maior nimero de experimentos.

2.5. Recomendacao para pesquisas futuras

Na tentativa de viabilizar o uso da previsdo de ocorréncia de distirbios fisioldgicos
através da andlise de parametros de maturacdo e qualidade no momento da colheita ha

necessidade de repeticdo do trabalho em diferentes anos e pomares.

Seria interessante que este experimento fosse repetido por vdrios anos, pois, a

ocorréncia da degenerescéncia da polpa € esporadica.
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CAPITULO 3

Previsao de degenerescéncia da polpa em macas ‘Gala’, Royal Gala’, ‘Fuji’ e ‘Braeburn’

apos o armazenamento em atmosfera controlada

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar formas de previsdo da ocorréncia de degenerescéncia da
polpa das macds ‘Gala’, ‘Royal Gala’, ‘Fuji’ e ‘Braeburn’ apdés o armazenamento em
atmosfera controlada (AC). Os frutos foram armazenados em AC e a degenerescéncia da
polpa avaliada apds seis meses e mais doze dias de exposi¢do a 20°C. A degenerescéncia
observada foi comparada com a ocorréncia prevista por métodos predictivos e correlacionada
com atributos de qualidade e maturagdo determinados no momento da colheita. Houve baixa
ocorréncia de degenerescéncia da polpa, durante o armazenamento em AC, nas cultivares
Gala, Royal Gala e Fuji. Verificou-se correlacdo positiva de degenerescéncia da polpa, na
cultivar Gala, com a densidade do fruto, porém, somente na colheita precoce. Para a cultivar
‘Fuji’ houve apenas correlagdo positiva e significativa da degenerescéncia da polpa com os
SST, mas apenas na colheita tardia. A cultivar Braeburn apresentou correlagdo negativa da

degenerescéncia da polpa com o indice de iodo-amido, mas apenas na colheita precoce.

Palavras-chaves: Malus doméstica, escurecimento interno, qualidade dos frutos, atmosfera

controlada, pds-colheita.

Prediction of flesh browning of ‘Gala’, ‘Royal Gala’, ‘Fuji’ and ‘Braeburn’ apples after

controlled atmosphere storage

Abstract

The aim of work was to evaluate the ways of prediction of flesh browning occurrence in
'Gala’, 'Royal Gala', 'Fuji' and 'Braeburn’ apples after controlled atmosphere storage (CA),
these apples were stored in AC and flesh browning was evaluated after six months CA storage
and 12 days exposure at 20°C. The occurrence of flesh browning was correlated with
predictive methods and quality and ripening parameters evaluated at harvest. It was observed
a low flesh browning occurrence during storage, in ‘Gala’, ‘Royal Gala’ and ‘Fuji’ apples. In

‘Gala’ apples was found correlation of flesh browning with fruit density, but only at early
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harvest fruits. For 'Fuji' apples it was found significant correlation of flesh browning with
TSS, but only in late harvest fruits. For 'Braeburn' apples it was found significant correlation

of flesh browning with starch index, but only at early harvest fruits.

Key-words: Malus domestica, browning disorder, fruit quality, controlled atmosphere, post-

harvest.

3.1. Introducio

A atmosfera controlada (AC) traz intimeros beneficios para o armazenamento de
macds ‘Gala’, ‘Royal Gala’, ‘Fuji’ e ‘Braeburn’ permitindo um maior periodo de conservagio,
que pode ser superior a seis meses (Brackmann et al., 2000 e 2003). A redu¢do da pressdo
parcial de O, e aumento da pressdo parcial de CO, retardam a senecéncia mantendo a
qualidade dos frutos (Volz et al., 1998). Entretanto, para maga a pressdo parcial de CO; ndo
pode ser muito elevada devido ao risco de dano, especialmente nas macgas ‘Fuji’ e ‘Braeburn’.

A recomendagdo, para frutos produzidos em locais frios como a Alemanha, para estas
cultivares é de uma pressdo parcial de CO, menor do que 1,5kPa, sendo os frutos mais
sensiveis a esse gds no inicio do armazenamento (Streif, 2002). As mac¢ds ‘Gala’, ‘Fuji’ e
‘Braeburn’ apresentam problemas de disttirbios fisiolégicos internos durante armazenamento
em AC sob condicdes com SkPa de CO, (Ceretta, 2003).

A recomendacgdo do nivel de CO, para ‘Gala’ e ‘Braeburn’ no Brasil é de 2 a 3kPa. J4
para a cv. Fuji esse deve ser mantido o mais baixo possivel, para evitar a degenerescéncia
interna, com sintomas de escurecimento e formacao de “cavernas” (Brackmann et al., 2001b).
Mesmo assim, somente em casos muito severos os sintomas s@o visiveis no exterior do fruto
(Streif et al., 2001). Esse distirbio ocorre de forma casualizada de ano para ano, sendo
influenciado por diversos fatores pré e pds-colheita (Lau, 1997; Curry, 1998).

O mecanismo de como o CO; causa dano as células dos frutos, ainda nao estd bem
elucidado para as magas (Volz et al., 1998; Streif, 2008). Acredita-se que o estresse, induzido
pelo baixo O, e alto CO,, provoca a respiracao anaerdbica, que aumenta o contetido de etanol,
acetaldeido e outros produtos dessa respiracdo, inclusive a formagdo de radicais livres, o que
pode altera o metabolismo energético (Saquet et al., 2000; Saquet, 2001; Franck et al., 2007;

Streif, 2008), danificando as membranas das células.
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Essas, normalmente, sdo reparadas e protegidas por um sistema celular antioxidante,
baseado no ciclo da vitamina C — glutamina (glutathione), porém, com uma condi¢do de
estresse oxidativo ocorre o dano nas membranas e, dessa forma, aumenta a permeabilidade
destas. Substincias fendlicas, entre outras, que geralmente estdo compartimentalizadas nas
células, por exemplo, no vaciolo podem migrar para o citosol, com a perda da seletividade
das membranas, onde enzimas podem oxida-las. Essa € uma hipétese que explica a formagio
da coloragdo escurecida no tecido de peras e, a qual possivelmente também pode ser védlida
para o escurecimento da polpa de magas (Franck et al., 2007).

Existem algumas formas de induzir o aparecimento e até mesmo acelerar a manifestacao
de alguns disturbios fisiol6gicos em magas, como por exemplo, “bitter pit” (Retamales et al.,
2000; Amarante et al., 2005; Sestari, 2006). Volz et al. (1998) encontraram correlacdo entre a
degenerescéncia da polpa de ‘Fuji’ com um método que estimula o aparecimento deste
disturbio através da exposi¢do desses frutos em atmosfera com alto CO, (20kPa) durante trés,
cinco ou sete dias. Altherr et al. (1995) observaram que a degenerescéncia da polpa da maca
tem correlagdo com os niveis dos nutrientes Ca, K, P e Mg e suas relagdes, por exemplo, K/Ca

ou (K+Mg)/Ca da polpa dos frutos.

Um método utilizado para predi¢cdo de “bitter pit” € a infiltracio com Mg (Retamales et
al., 2000; Amarante et al., 2005; Sestari, 2006). Como a degenerescéncia também tem relacio
com o nivel de célcio no fruto, a infiltracio de Mg na colheita pode ser avaliada como um
teste predictivo da susceptibilidade dos frutos a degenerescéncia da polpa durante o

armazenamento em AC.

A degenerescéncia da polpa manifesta-se com maior freqiiéncia durante o
armazenamento em frutos de maturagdo avancada (Franck et al., 2007). Assim, a indugo do
amadurecimento da mag¢ad pode ser uma técnica com possibilidade para predi¢do do distirbio
em macds apés o armazenamento. Esta metodologia ja foi utilizada para predi¢do de ‘bitter
pit’ através do uso de etileno ou acetileno (Ferguson & Watkins, 1989; Sestari, 2006). Além
desses métodos, existe também a possibilidade de prever a degenerescéncia utilizando formas
mais simples. Uma delas poderia ser uma simples regressdo entre tamanho do fruto, pois
Altherr et al. (1995) verificaram correlacio da degenerescéncia da polpa em magds com

didmetro dos frutos e com o nimero de sementes.

Partindo-se desses principios, poderiam ser empregadas algumas técnicas para prever,
na colheita ou, preferencialmente antes desta operacdo, quais os pomares ou lotes de magas é

mais susceptivel a degenerescéncia da polpa durante o armazenamento. Assim, existe a
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possibilidade de se optar por ndo armazenar um determinado lote e comercializa-lo
imediatamente apds a sua colheita. Por outro lado, os frutos mais resistentes a manifestagio
desse distirbio poderiam ser armazenados, e dessa forma, reduzir as perdas durante o periodo

de armazenamento.

As bases bioquimicas e fisioldgicas, que explicam a manifestacdo de degenerescéncia
em macas, ainda ndo sdo bem conhecidas (Brumeister & Roughan, 1997; Xuan, 2003; Streif,
2008). Assim, s@o muitas as dificuldades para se chegar a um método preciso de prognose do
escurecimento da polpa.

O objetivo desse trabalho foi verificar se existe correlacdo entre a degenerescéncia da
polpa das macas ‘Gala’, ‘Royal Gala’, ‘Fuji’, e ‘Braeburn’, apés o armazenamento em

atmosfera controlada com métodos predictivos atributos de qualidade e de maturacdo.

3.2. Material e métodos

O trabalho de pesquisa foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Pds-colheita da
Universidade Federal de Santa Maria (NPP/UFSM), no ano de 2005, com magas ‘Gala’,
‘Royal Gala’, ‘Fuji’ e ‘Braeburn’, provenientes de onze pomares comerciais de Vacaria, RS.
Em cada pomar foram selecionadas de 70 a 100 plantas representativas, das quais foram
coletados 6 frutos na altura mediana de cada planta. A primeira colheita foi realizada 20 dias
antes da maturacdo comercial e a segunda no momento da colheita comercial, sendo que a
‘Royal Gala’ foi colhida apenas na segunda época.

Apds a colheita e transporte ao NPP/UFSM, procedeu-se a selecdo dos frutos,
eliminando aqueles com danos mecanicos e podriddes, e posteriormente, efetuou-se a
homogeneizagdo das amostras experimentais. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, sendo cada tratamento constituido de quatro repeticdes e cada

unidade experimental composta por 25 frutos.

Armazenamento dos frutos: Quatro amostras de 25 frutos de cada pomar foram
armazenadas em AC por seis meses em mini-cAimaras experimentais com capacidade de 185
litros, as quais foram conectadas por tubulacdes plédsticas a um equipamento de controle
automdtico das pressdes parciais de O, e CO, marca Kronenberger Sistemtechnik. As

pressdes parciais de O,, referentes a cada cultivar, foram obtidas pela injecio nas mini-
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camaras do gés nitrogénio proveniente de um gerador que utiliza o principio “Pressure Swing
Adsorption” (PSA). As pressdes parciais de CO, foram obtidas mediante a injecdo deste gés
puro, proveniente de cilindros de alta pressdo. O equipamento de controle automadtico
realizava medig¢des didrias das pressdes parciais dos gases nas mini-cAmaras e as controlava
segundo niveis pré-estabelecidos para cada cultivar. As condi¢des de armazenamento para as
quatro cultivares foram:
- ‘Gala’ e ‘Royal Gala’: 1,5kPa O, + 3,0kPa CO,, com umidade relativa entre 95 a 97% na
temperatura de +0,5°C;
- ‘Fuji’: 1,2kPa O, + <0,5kPa CO,, com umidade relativa entre 95 a 97% na temperatura de
-0,5°C; e
- ‘Braeburn’: 1,2kPa O, + 3,0kPa CO,, com umidade relativa entre 95 a 97% na temperatura
de +0,5°C.

A temperatura das camaras frigorificas foi controlada automaticamente por termostatos
de alta precisdo (0,2°C), sendo monitorada diariamente através de termdmetros com bulbo de

mercurio introduzidos na polpa de frutos.

Procedeu a avaliac@o da qualidade e maturagdo dos frutos apds cada colheita através da

andlise das seguintes variaveis:

Sintese de etileno: Determinada para cada fruto individualmente, em recipientes com volume
de 700ml, os quais foram fechados hermeticamente durante 2 horas. Para a andlise da
producdo de etileno foram injetadas duas amostras de 1ml de gis de cada recipiente, em um
cromatdgrafo a gis, marca Varian, equipado com um detector de ioniza¢do por chama (FID) e
coluna Porapak N80/100. A temperatura da coluna, injetor e detector foram de 90, 140 e
200°C, respectivamente. Calculou-se a sintese de etileno em pul C,Hy kg'l h'! através da
concentragcdo desse fito-hormdnio no recipiente (W C,Hy L'l), da massa de frutos (kg), do
volume do espago livre no recipiente (L) e do tempo de fechamento (h).

Respiracgao: O ar do mesmo recipiente utilizado para a determinagdo do etileno foi circulado
através de um analisador eletronico de CO,, marca Agri-datalog. A partir da concentracdo de
CO,, do espago livre do recipiente, da massa dos frutos e do tempo de fechamento, foi
calculada a respira¢gdo em mL CO, kg'1 h'.

Diametro de frutos: Obtido através da medicdo da secc¢do transversal média de cada fruto,
com auxilio de um paquimetro, sendo os valores expressos em milimetros (mm).

Peso de fruto: Determinado com o auxilio de balanca digital, com resolu¢do de um grama

(2).
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Densidade dos frutos: Os frutos foram colocados individualmente em recipientes com
volume de 1.000ml. Apés, foi completado o volume com dgua até 700ml. A densidade foi
determinada pela relagdo da massa do fruto (g) dividido pela subtragdo do volume total que é
700ml com o volume de dgua gasto para completar 700ml Principio de Arquimedes (Sestari,
2006).
Firmeza de polpa: Determinada na regido equatorial do fruto em dois lados opostos, apds a
remocdo de pequena porcdo da epiderme, com auxilio de um penetrOmetro com ponteira de
11mm de didmetro, , sendo os valores expressos em N.
Indice iodo-amido: Foi determinado pela reacio do amido com uma solugdo contendo 12g de
iodo metdlico e 24g de iodeto de potdssio em 1.000ml de dgua destilada. Comparou-se o
escurecimento da metade peduncular dos frutos, tratados com a solu¢do de iodo com os
indices tabelados, onde o indice 01 indica o teor maximo de amido e o indice 10 representa o
amido totalmente hidrolisado.
Sélidos soliveis totais (SST): Determinados por refratometria utilizando-se suco extraido das
amostras de frutos, sendo a leitura determinada em °Brix, com correcdo do efeito da
temperatura (20°C).
Acidez titulavel: Quantificada em uma amostra de 10mL de suco, diluido em 100ml de agua
destilada e titulado com solucdo de hidréxido de sédio 0,1N até pH 8, 1.
Suculéncia: Determinada através da prensagem de aproximadamente 20g de polpa de cada
macd, durante 1 minuto numa prensa pneumadtica desenvolvida no NPP/UFSM. Com uma
forca de 1.500kg foi extraido o suco de 20g da polpa colocada entre duas esponjas, que
retinha o suco conforme metodologia descrita por Lunardi (2003). A quantidade de suco foi
calculada pela diferenca do peso inicial da amostra (20g) e o peso final (apds a prensagem). A
suculéncia foi expressa em percentagem de suco.
Degenerescéncia da polpa: Essa varidvel foi avaliada apds 16 dias da aplicacdo dos testes
predictivos no momento da colheita dos frutos e para os frutos armazenados. Essa avaliacdo
foi realizada 12 dias depois da saida dos frutos das cdmaras de armazenamento. Durante estes
12 dias os frutos foram expostos a 20°C (£0,3°C) e umidade relativa em torno de 85% (+5%).
A degenerescéncia foi avaliada pelo escurecimento da polpa de cada fruto apds o corte na
regido equatorial e expresso em percentagem de frutos afetados com este distirbio.

Além dos atributos de maturagdo e qualidade, foram avaliados alguns métodos para
inducdo rapida dos sintomas de degenerescéncia, como estresse com alto CO,, infiltragdo de

magnésio (método baseado no “status” nutricional do fruto) e aplicacdo de ethephon (inducio
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do amadurecimento). Os frutos dos métodos predictivos foram avaliados apds 16 dias de
exposicdo a 20°C (+0,3°C) e umidade relativa de 85% (£5%).

Estresse com alto CO,: Utilizou-se a metodologia descrita por Volz et al. (1998) em que
cada época de colheita tinha 12 repeti¢des de 20 frutos, provenientes de cada um dos 11
pomares. Essas amostras foram acondicionadas em mini-camaras de 250L. Injetou-se CO,, a
partir de cilindros de alta pressao, até que esse atingisse a pressdo parcial de 20kPa deste gas.
Assim, quatro repeticdes foram avaliadas, aos trés, cinco e sete dias quanto a ocorréncia de
degenerescéncia da polpa.

Infiltracdo dos frutos com magnésio: Apds a colheita, quatro amostras constituidas de 25
frutos cada, provenientes de cada um dos 11 pomares amostrados 20 dias antes da colheita
comercial e na colheita comercial, foram imersas em um dessecador com capacidade de 2,5L,
contendo uma solugdo de cloreto de magnésio 0,10M, mais 0,01% de surfactante (Tween-20)
e 0,4M de sorbitol. A seguir foi aplicado vacuo de 200 (‘Gala’ e ‘Royal Gala’) ou 460mmHg
(‘Fuji’ e ‘Braeburn’) com auxilio de uma bomba de vacuo por 3 minutos e 30 segundos ou 5
minutos e 30 segundos, respectivamente, conforme metodologia modificada descrita por
Retamales & Valdes (1996).

Maturacio acelerada: Quatro amostras constituidas de 25 frutos cada, provenientes de cada
um dos 11 pomares amostrados 20 dias antes da colheita comercial e na colheita comercial,
foram imersas em uma solucio contendo 2.500 L L™ de Ethephon (Ethrel®) mais espalhante
adesivo Tharaguen® (0,01%) durante cinco minutos sob agitacdo, em seguida os frutos foram
secados em ar e armazenados na camara a 20°C, como ja descrito.

Os dados obtidos foram submetidos & andlise da variancia e comparados pela minima
diferenca significativa. Foi feita a correlacdo dos métodos predictivos e dos pardmetros de
maturacio e qualidade determinados em duas épocas de colheita de diferentes pomares com a
incidéncia de degenerescéncia no final do armazenamento em AC. Correlacionando com a
ocorréncia de degenerescéncia da polpa nos frutos apds o armazenamento em AC, durante
seis meses com os dados submetidos aos diferentes métodos predictivos e com os pardmetros
fisico-quimicos na andlise da colheita dos frutos foi possivel determinar a capacidade
predictiva de cada método e pardmetros de qualidade e maturacdo. A andlise estatistica foi
realizada individualmente para cada cultivar com excecdo das cvs. Gala e Royal Gala, que

foram agrupadas antes da andlise de correlacio.
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3.3. Resultados e discussao

Cultivares Gala e Royal Gala
Niao houve diferenga entre pomres quanto a incidéncia de degenerescéncia da polpa das
macas ‘Gala’ e ‘Royal Gala’ e, além disso, a ocorréncia deste distirbio foi baixa nesse ano de

2005 (Figura 3.1).

Na andlise de correlacdo dos atributos de qualidade avaliados na colheita e métodos
predictivos com a ocorréncia de degenerescéncia da polpa apds o armazenamento, agrupando
os resultados da primeira e segunda colheita (dados ndo mostrados), ndo se obteve
coeficientes de correlagdo significativos, em todas as quatro cultivares avaliadas nesse
trabalho. Nesse contexto, ndo foi encontrado nenhum atributo fisico-quimico do fruto ou teste
predictivo que pudesse prever, em todas as situagdes, a ocorréncia de degenerescéncia da
polpa.

A baixa incidéncia de degenerescéncia da polpa durante esse ano, talvez possa ter
influenciado no resultado. Como as causas deste distdrbio fisioldgico em magas ainda nio
estdo completamente elucidadas, e como a degenerescéncia da polpa ndo ocorre em todos os
anos com a mesma freqiiéncia, alguns autores afirmam que a predicdo do distirbio da maca
para um ano ¢é valida somente para aquele ano o que vem a dificultar o desenvolvimento de
métodos predictivos (Volz et al., 1998, Retamales et al., 2000, Fallahi et al., 2006, Streif,
2008). Porém, com repeticdes das avaliacdes durante varios anos, acredita-se que esse efeito

“ano” possa ser incluido no modelo, ou até mesmo, encontrado uma forma para anuld-lo

(Fallahi et al., 2006).

Considerando apenas a primeira colheita realizada 20 dias antes da matura¢do comercial
(Tabela 3.1), verifica-se que houve correlagdo positiva da densidade na colheita com a
ocorréncia de degenerescéncia da polpa. O resultado estd de acordo com algumas
investigacdes sobre a causa de aparecimento do escurecimento da polpa em frutos, pois, a
densidade pode influenciar na difusividade dos gases na polpa do fruto. A permeabilidade da
polpa é considerada por Franck et al. (2007), um indutor desse distirbio fisiolégico em peras,
pois, a alta densidade pode reduzir a permeabilidade da polpa aos gases, gerando um acimulo
de CO; no tecido, que pode causar danos, e conseqiientemente, o escurecimento deste tecido
(Watkins et al., 1997). Kupferman (1997), Ceretta et al. (2003) e Streif (2008) verificaram
menor escurecimento quando o fruto apresenta menor densidade, facilitando as trocas gasosas

e, assim, 0 CO; ndo acumula os niveis toxicos no tecido. Na segunda colheita ndo se obteve
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coeficiente de correlacdo significativo entre atributos de qualidade e métodos predictivos com

a degenerescéncia.
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Figura 3.1: Incidéncia de degenerescéncia da polpa apods seis meses de armazenamento das
macds ‘Gala’ e ‘Royal Gala’ em atmosfera controlada e mais 12 dias a 20°C. Os
valores das colunas representam a média do tratamento com a diferenga minima
significativa. Santa Maria, RS, 2005.

Tabela 3.1: Indices de correlacio (r*) de degenerescéncia da polpa das magis ‘Gala’ e ‘Royal
Gala’ dos diferentes pomares apds seis meses de armazenamento em atmosfera
controlada e mais 12 dias a 20°C, com testes predictivos e varidveis de qualidade
avaliadas na colheita. Santa Maria, RS, 2005.

Parametros 1? colheita 2? colheita
Peso (g) -0,45 0,09
Diametro do Fruto (mm) -0,32 -0,02
Densidade 0,58%* 0,02
Firmeza de polpa (N) 0,55 0,11
SST (°Brix) 0,46 -0,12
Indice de iodo amido -0,15 -0,04
Produgdo de etileno -0,27 -0,29
Respiracao 0,31 -0,15
Suculéncia -0,45 -0,16
Testes predictivos

Controle 20°C 0,16 -0,04
Infiltracdo de Mg -0,21 -0,23
Ethephon - k% -0,14
CO, trés dias -0,32 0,13
CO; 20 dias 0,00 -0,13
CO; 30 dias -0,12 -0,09

Significincia do coeficiente de correlacio (r*) a 5% de probabilidade de erro.
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** No teste predictivo com Ethephon niao houve ocorréncia de degenerescéncia da polpa, por
isso ndo foi possivel obter coeficiente de correlacio para esse pardmetro.

Cultivar Fuji

A ocorréncia de degenerescéncia da polpa na macd ‘Fuji’ ndo apresentou diferencas
entre os pomares, além disso, a ocorréncia deste disttirbio interno foi baixa ou nula em alguns
pomares, nesse ano, assim como também ocorreu com as cultivares Gala e Royal Gala (Figura

3.2).

(%)

Degenerescéncia da polpa

o

Fuji 1 Fuji 2 Fuji 3 Fuji 1 Fuji 2 Fuji 3
Cultivar e Pomares
Figura 3.2: Incidéncia de degenerescéncia da polpa apds seis meses de armazenamento da
macd ‘Fuji’ em atmosfera controlada e mais 12 dias a 20°C. Os valores das

colunas representam a média do tratamento com a diferenca minima
significativa. Santa Maria, RS, 2005.

Houve correlagdo de nenhum método predictivo ou parametro de qualidade na primeira
colheita com a ocorréncia de degenerescéncia da polpa (Tabela 3.2). Na segunda colheita
houve correlacdo significativa de degenerescéncia da polpa apenas com o pardmetro SST.
Para a ma¢d ‘Fuji’, o maior conteido de SST pode estar relacionado com frutos de estddio de
maturacdo mais avangado de maturacdo. Frutos com maior estidio de maturacdo mais

avancado, normalmente apresentam maior incidéncia do distirbio (Franck et al., 2007).

Em trabalhos realizados em 2004 (resultados ndo publicados), encontrou-se resultado
semelhante para essa cultivar. Este resultado também concorda com o obtido por Watkins et

al.,, (1997) e Volz et al., (1998), que afirmam que frutos num estddio mais avancado de
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maturacdo manifestam maior incidéncia de degenerescéncia da polpa. Castro et al. (2007)
também verificaram que, em alguns casos, a colheita tardia da cv. Pink Lady aumenta a

incidéncia desta desordem fisioldgica.

Tabela 3.2: Indices de correlacio (r*) de degenerescéncia da polpa da macd ‘Fuji’ de
diferentes pomares apods seis meses de armazenamento em atmosfera controlada
e mais 12 dias a 20°C, com testes predictivos e as varidveis de qualidade
avaliadas na colheita. Santa Maria, RS, 2005.

Parametros 1? colheita 2? colheita
Peso (g) -0,13 -0,43
Diametro do Fruto (mm) -0,13 -0,44
Densidade -0,20 0,10
Firmeza de polpa (N) -0,34 -0,10
SST (°Brix) -0,26 0,57*
Indice de iodo amido -0,21 0,18
Producdo de etileno -0,24 0,03
Respiracao -0,47 0,26
Suculéncia -0,15 -0,12
Testes predictivos

Controle 20°C 0,29 0,40
Infiltracdo de Mg -0,07 -0,15
Ethephon 0,03 - k%
CO, trés dias -0,09 -0,26
CO;, cinco dias -0,13 0,20
CO; sete dias -0,13 0,27

Significancia do coeficiente de correlacio (r*) a 5% de probabilidade de erro.
** No teste predictivo com Ethephon nao houve ocorréncia de degenerescéncia da polpa, por
isso ndo foi possivel obter coeficiente de correlacio para esse pardmetro.

Cultivar Braeburn

A cv. Braeburn apresentou maior ocorréncia de degenerescéncia da polpa no pomar dois
na primeira colheita que o pomar um na segunda colheita (Figura 3.3). Resultados
semelhantes foram encontrados nos experimentos realizados na Alemanha (Neuwald et al.,
2008) em que essa maior ocorréncia de desordens fisioldgicas internas, possivelmente pode
ter ocorrido por que os frutos da primeira coleta de amostra foram colhidos num estddio de
maturacdo muito precoce. Isso pode ser verificado através da maior firmeza de polpa (12,09kg
cm'z) e menor indice de iodo-amido (1) na colheita desses frutos. Conseqiientemente, foi este
pomar que apresentou a maior ocorréncia de degenerescéncia da polpa, apds o

armazenamento.
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Este resultado se confirma com a correlagdo significativa obtida na primeira colheita
com o indice de iodo-amido (Tabela 3.3), sendo que esse coeficiente foi negativo, indicando
que nesse caso, quanto menor o indice de iodo-amido, maior foi a incidéncia de
degenerescéncia da polpa. Resultados semelhantes foram encontrados por Ribeiro et al.
(2003) para escaldadura, distdrbio fisiolégico que ocorre na epiderme do fruto. Esses autores
verificaram ainda que peras colhidas precocemente sdo mais susceptiveis. Streif (2002) afirma
que colheita precoce predispde os frutos a escaldadura e escurecimento do miolo
(“Kernhausbriune”) e, por outro lado, a colheita tardia predispde os frutos ao escurecimento
da polpa e degenerescéncia senescente. Estas afirmag¢des concordam com os resultados
obtidos neste trabalho de que a colheita realizada em um 6timo ponto de maturagcdo pode

proporcionar frutos com maior potencial de armazenamento sem manifestacio de distirbios

fisiologicos.
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Figura 3.3: Incidéncia de degenerescéncia da polpa apds seis meses de armazenamento da
macd ‘Braeburn’ em atmosfera controlada e mais 12 dias a 20°C. Os valores das
colunas representam a média do tratamento com a diferenca minima
significativa. Santa Maria, RS, 2005.

3.4. Conclusoes

Na cv. Gala ha correlagdo de degenerescéncia da polpa, com densidade do fruto, porém,

somente na colheita dos frutos 20 dias antes da maturacdo comercial. Para a ‘Fuji’ ha
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correlacdo significativa da degenerescéncia da polpa apenas com SST, somente para a
colheita dos frutos realizada na maturacdo comercial. J4 para ‘Braeburn’, o indice de iodo-
amido, apresenta correlacdo significativa com a degenerescéncia somente na colheita
realizada 20 dias antes do ponto de matura¢ao comercial.

Ha baixa incidéncia do escurecimento de polpa, principalmente para as cultivares Gala,
Royal Gala e Fuji, isso pode dificultar uma correlagdo dos testes predictivos e atributos de

qualidade com a degenerescéncia da polpa.

Tabela 3.3: Indices de correlacdo (r*) de degenerescéncia da polpa da maca ‘Braeburn’ dos
diferentes pomares apods seis meses de armazenamento em atmosfera controlada
e mais 12 dias a 20°C, com testes predictivos e as varidveis de qualidade
avaliadas na colheita. Santa Maria, RS, 2005.

Parametros 1? colheita 2? colheita
Peso (g) -0,21 0,04
Diametro do Fruto (mm) -0,23 -0,24
Densidade -0,39 -0,15
Firmeza de polpa (N) 0,38 0,12
SST (°Brix) -0,23 0,47
Indice de iodo amido -0,58* 0,42
Producdo de etileno -0,43 0,25
Respiracgio -0,46 0,16
Suculéncia 0,47 -0,38
Testes predictivos

Controle 20°C 0,20 0,07
Infiltracdo de Mg 0,31 0,11
Ethephon -0,10 -0,24
CO, trés dias -0,41 -0,36
CO; cinco dias -0,54 -0,05
CO; sete dias -0,54 -0,23

Significincia do coeficiente de correlacio (r*) a 5% de probabilidade de erro.

3.5. Recomendacao para pesquisas futuras

Para proximas pesquisas recomendam-se avaliar um nimero maior do que trés pomares

por cultivar, para aumentar o grau de significancia das correlagdes.
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CAPITULO 4

The chlorophyll fluorescence behaviour of ‘Braeburn’ apples under different CO,

stress treatments at-harvest

Key words: prediction, browning disorder.

ABSTRACT

While researchers have an understanding of the biochemical and
physiological basis for ‘Braeburn’ Browning Disorder (BBD). This is not
yet sufficient to construct a reliable prediction method. This work explores
chlorophyll fluorescence as a possible tool to predict the susceptibility of
‘Braeburn’ apples at the time of harvest for BBD. The chlorophyll
fluorescence of ‘Braeburn’ apples from one orchard location was measured
at-harvest, at one week and two weeks postharvest, before and after short
term exposure to a range of different CQO, stress treatments. The
chlorophyll fluorescence Fv/Fm values showed changes with increasing CO,
stress, but it was difficult to interpret these results and correlate the
chlorophyll fluorescence values with possible changes in BBD susceptibility.
We believe chlorophyll fluorescence needs further work to more fully

evaluate its potential as a prediction tool for BBD.

4.1. Introduction

‘Braeburn’ apples are susceptible to an internal physiological browning disorder
commonly referred to as ‘Braeburn’ Browing Disorder (BBD). BBD symptoms include cavity
formation and internal tissue browning, but only in very severe cases do the symptoms appear
visible on the outside of the fruit (Streif et al., 2001). This disorder is problematic in
commercial storage practice when using Controlled Atmosphere (CA), where it can cause

substantial fruit loss.
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BBD occurrence varies markedly between different orchard lines (Elgar et al., 1999).
The susceptibility to BBD is known to increase with increasing fruit maturity but to reduce
with increasing fruit ripeness. The disorder is CO, related, where higher internal CO,
concentrations in the fruit lead to a higher occurrence of the disorder (Watkins et al., 1997).

CA storage operators manage BBD risk by using an avoidance strategy, sorting fruit
lines based on historical knowledge of disorder occurrence to use low risk storage regimes
and to condition at-risk fruit intended for CA storage with a stand down period in regular air
storage while taking care to avoid any build up of CO; in the storage atmosphere. This
practice is referred to as delayed CA (Saquet et al., 2003).

Researchers have an understanding of the biochemical and physiological basis for BBD
(Burmeister and Roughan, 1997, Xuan, 2003), but the disorder development appears too
complex to allow for a reliable BBD prediction method.

Chlorophyll fluorescence can measure stress in fruit tissue (Prange et al., 2005). DeEll
et al. (1995) measured chlorophyll fluorescence in fruit under low O, and high CO, stress
conditions that preceded the expression of storage disorder symptoms, while Saquet and Streif
(2002) measured the chlorophyll fluorescence of CA stored pears and correlated changes in
chlorophyll fluorescence with the subsequent development of internal browning disorders.
Storage operators now use chlorophyll fluorescence to monitor low O, stress in fruit, this is
the basis for Dynamic Controlled Atmosphere (DCA) storage (Prange et al., 2005, Gasser et
al., 2006).

Our work examines chlorophyll fluorescence in relation to the stress responses that
occur when ‘Braeburn’ apples are exposed to a range of CO; conditions during the first 2
weeks of the ripening period immediately following harvest. We want to know if chlorophyll
fluorescence can provide new information about ‘Braeburn’ fruit behaviour to allow better

prediction of BBD.

4.2. Material and methods

Late harvest ‘Braeburn’ apples (23 October 2006, with starch pattern index 3.9 on a
scale of 1 to 10) were sourced from the Fruit Research Station Kompetenzzentrum Obstbau
Bodensee (KOB) in Ravensburg Southwest Germany. 15 fruit were randomly allocated into
treatment groups (3 replicates of 5 fruit) and then repeatedly stress treated with either 0, 5, 10,
15, 20, 25, or 30 KPa CO, for 24 hours at 3 different intervals: at-harvest; at 1 week

postharvest; and after 2 weeks postharvest. Between the CO, stress treatments all fruit were
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kept in air at room temperature. Immediately prior and directly after each CO; stress treatment
the chlorophyll fluorescence was measured at 20°C on both the shaded and sun exposed face
of each apple using a PAM (Pulse Amplitude Modulation) fluorometer (Walz, Effeltrich,
Germany) equipped with a fiber optic probe (1cm dia.). The apples were adapted in darkness
for 3 hours before each measurement and the chlorophyll fluorescence values Fo and Fm were
determined with the fiber optic placed lcm away from the fruit surface. Fo represents the
minimal fluorescence measured in darkness and Fm the maximal fluorescence, while the
parameter Fv/Fm (also referred to as the quantum yield) was calculated from the equation

Fv/Fm= (Fm-Fo)/Fm.

4.3. Results and discussion

With increasing fruit ripeness there is a clear decrease the quantum yield in chlorophyll
fluorescence as shown in fruit kept in ambient air, with an at-harvest Fv/Fm value of 0.70
decreasing to 0.63 after one week and 0.51 after two weeks postharvest (Fig. 4.1). This
decrease in Fv/Fm appears similar to that reported by Song et al. (1997) with late harvest
‘Starking Delicious’ kept at 22°C in air where Fv/Fm decreased from an initial value 0.78 at-
harvest to around 0.71 after 6 days.

At each of the respective stress treatments (at-harvest, one week postharvest, and two
weeks postharvest) the chlorophyll fluorescence Fv/Fm value as measured directly after the
CO; stress treatment clearly decreases as the CO, concentration is increased (dotted curves in
Fig. 4.1).

At each CO; stress treatment the difference in chlorophyll fluorescence before and after
stress treatment increases with increasing CO; concentration (Fig. 4.2).

After one week we observed no residual effect from the ‘Braeburn’ apples as a result of
the first CO, stress treatment, because the before stress Fv/Fm measurements from all the
CO, concentrations are similar (Fig. 4.1). However, this is not the case in the second week
where the Fv/Fm values before stress measurements are different between CO, stress
treatments, and the ‘Braeburn’ fruit previously exposed to higher CO, stress are changed in
some way (Fig. 4.1).

Fruits’ susceptibility to BBD changes markedly during the 2 or 3 week period
immediately after harvest is the basis of delayed CA (Saquet, et al., 2003). These changes in
BBD susceptibility occur in ambient air at 0°C and we believe they are likely to occur at a

faster rate in air at ambient temperatures. However, there is little published information on
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how BBD susceptibility changes during the period immediately after harvest at difference
temperatures to allow us to correlate our chlorophyll fluorescence results with any possible

changes in BBD susceptibility.
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Figure 4.1: ‘Braeburn’ apple quantum yield of chlorophyll-fluorescence [Fv/Fm] before and

after stress treatments with different CO, concentrations and treatment timings.

But we also know from other preliminary experiments (unpublished) we have recently
undertaken at the KOB that the chlorophyll fluorescence behaviour of ‘Braeburn’ fruit from
different orchards shows clear differences and that these differences appear consistent
between different fruit samples taken at different times from the same orchard. This work
together with our results presented here encourages us to continue working with chlorophyll

fluorescence as a possible tool for predicting BBD.
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Figure 4.2: Difference in ‘Braeburn’ apple quantum yield of chlorophyll-fluorescence

[Fv/Fm] before and after stress treatments with different CO, concentrations.
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CAPITULO 5

Possible prediction of physiological storage disorders in ‘Braeburn’ apples

comparing fruit of different orchards

Key words: Malus domestica, browning disorder, fruit quality, chorophyll-fluorescence,
mineral anallyses, controlled atmosphere.

ABSTRACT

‘Braeburn’ apples frequently show physiological disorders during controlled
atmosphere (CA) storage in which apples from different orchards or site conditions can
vary considerably in their sensitivity. The aim of this research was to develop strategies
to predict the occurrence of internal physiological disorders in ‘Braeburn’ apples and to
investigate the possible reasons for differences in disorder sensitivity. Fruit from seven
orchards were harvested at two picking dates and the chlorophyll fluorescence was
measured before and after a stress treatment with high CQO, concentrations (5 and 10
kPa CO, for 24 h). Thereafter fruit were stored at 1.5°C under CA conditions (1 kPa O,
and 0.5 kPa CO,) using either a rapid or delayed (delay of 10 and 24 days) establishment
of CA conditions. Fruit were evaluated after two, four, and six months storage and the
browning disorder occurrence related to the initial fluorescence readings. It was
observed that delayed CA establishment reduced the occurrence of internal browning
disorders in the apples. A positive relationship between the chlorophyll-fluorescence
measurements with the simulation of CQO, stress at-harvest and with the browning
disorder occurrence during storage was found in some cases. Furthermore, it was
observed that late harvested fruit showed a lower and the early harvested fruit with
rapid CA establishment showed a higher occurrence of browning disorders and a good
correlation between the disorder occurrence, respiration, and ethylene production at
harvest. It was also observed, that mineral analyses (K, P and K/Ca ratio) showed a

positive correlation with browning storage disorders.
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5.1. Introduction

‘Braeburn’ apples are susceptible to an internal physiological browning disorder
commonly referred to as ‘Braeburn’ Browing Disorder (BBD). BBD symptoms include cavity
formation and internal tissue browning, but only in very severe cases do the symptoms appear
visible on the outside of the fruit (Streif et al., 2001). This disorder is problematic in
commercial storage practice when using controlled atmosphere (CA) where it can cause
substantial fruit loss. BBD occurs randomly (from year to year) and is influenced by pre-
harvest orchard factors (e.g. climate, harvest maturity, etc) and post-harvest factors such as
storage temperature, and storage CO, and/or O, concentrations. (Lau, 1997; Curry, 1998).

BBD occurrence varies markedly between different orchard lines (Elgar et al., 1999).
The susceptibility to BBD is known to increase with increasing fruit maturity but to reduce
with time after harvest (Curry, 1998). The disorder is CO, and/or low O, related, where
higher internal CO, and/or low O, concentrations in the fruit lead to a higher occurrence of
the disorder (Watkins et al., 1997; Curry, 1998).

When stonefruit were stored in stress-inducing CO, and/or O, concentrations for a
period longer than tolerable, abnormal ripening occurred, together with flesh browning and
increases in ethanol and acetaldehyde content (Franck et al., 2007). CA storage operators
manage BBD risk by using an avoidance strategy. They sort fruit lines based on historical
knowledge of disorder occurrence to use low risk storage regimes and to condition at-risk
fruit intended for CA storage with a stand down period in regular air storage while taking care
to avoid any build up of CO, and/or lowing of O; in the storage atmosphere. This practice is
referred to as delayed CA (Saquet et al., 2003).

Researchers have some understanding of the biochemical and physiological basis of
BBD (Burmeister and Roughan, 1997, Xuan, 2003) but the disorder development appears too
complex to allow for a reliable BBD prediction method.

Chlorophyll fluorescence can measure stress in fruit tissue (Prange et al., 2005).
DeEll et al. (1995) measured chlorophyll fluorescence in fruit under low O, and high CO,
stress conditions that preceded the expression of storage disorder symptoms, while Saquet and
Streif (2002) measured the chlorophyll fluorescence of CA stored pears and correlated
changes in chlorophyll fluorescence with the subsequent development of internal browning
disorders. The most recent development in CA technology has been the use of chlorophyll
fluorescence to monitor low O, stress in fruit, this is the basis for Dynamic Controlled

Atmosphere (DCA) storage (Prange et al., 2005, Gasser et al., 2000).
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The aim of this research was to develop strategies to predict the occurrence of internal
physiological disorders in ‘Braeburn’ apples and to investigate the possible reasons for

differences in disorder sensitivity of different orchard lines.

5.2. Material and methods

Fruit from seven orchards were sourced from the Bodensee apple growing region,
South-Western Germany. Early harvest ‘Braeburn’ apples were picked on 10 October 2006,
with starch pattern index 2.4 - 3.4 on a scale of 1-10 and firmness 9.0 - 10.7 kg/cm2 and late
harvest fruit on 23 October 2006, with starch pattern index 3.9 - 5.2 and firmness 8.9 - 10.0
kg/cmz. Fruit were stored for 6 months at 1.5°C (% 0.5 °C) under CA-conditions (1kPa O, and
0.5 kPa CO,) using either a rapid or delayed establishment of CA-conditions (delay of 10 and
24 days). For CA-storage, approximately 100 fruit pro orchards pro treatment were placed in
560-liter CA containers and the CO, and O, concentration were continually monitored by
computer controlled gas analysers. Fruit were evaluated after two, four and six months of
storage and the browning disorder occurrence was related to the initial fluorescence readings,
mineral analysis (K, P, Mg and Ca), respiration and ethylene production. At harvest the
chlorophyll fluorescence was measured before and after CO, stress as a possible predictive
method. For the stress treatment high CO, concentrations of 5 and 10 kPa CO, for 24 h were
used (Saquet and Streif, 2000; Neuwald et al., 2007). Three replicates of 5 fruit were
randomly allocated into treatment groups and then repeatedly stress treated with 5 and 10 kPa
CO; for 24 hours at-harvest. Immediately prior and directly after CO, stress treatment and
after two, four and six months storage the chlorophyll fluorescence was measured at 20°C on
both the shaded and sun exposed face of each apple using a PAM (Pulse Amplitude
Modulation) fluorometer (Walz, Effeltrich, Germany) equipped with a fiber optic probe (1cm
). The apples were adapted in darkness for 3 h before each measurement and the
chlorophyll-fluorescence values Fo and Fm were determined with the fiber optic placed 1 cm
away from the fruit surface. Fo represents the minimal fluorescence measured in darkness and
Fm the maximal fluorescence, while the parameter Fv/Fm (also referred to as the quantum
yield) was calculated from the equation Fv/Fm= (Fm-Fo)/Fm.

For respiration measurements (expressed as CO; release), 4 fruit from each treatment
in 3 replicates were placed in gas tight jars at 20°C and continuously vented with air (Xuan
and Streif, 2005). The CO, release was measured over a 10-day period for the at-harvest, and

the two, four, and six months storage removals using an infrared CO;-analyser (Hartmann and
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Braun GMBh, Germany). For the ethylene analysis, headspace gas samples (1 ml) were taken
from the glass jars which were previously closed for ethylene enrichment for 2 h and then
injected into a GC (Varian, 2700 Series) equipped with an aluminium oxide column heated to
100°C and fitted with a FID-detector at 150°C.

For monitoring the physiological disorders, fruit were cut transversally through the
equatorial region and scored for flesh browning and cavities. The disorders were scores by a
scale from 1 to 10.

Statiscal analysis: The at-harvest fluorescence measurements from all 7 orchard and
harvest date combinations were used in a correlation analysis with physiological disorders

indices and tested for significance (T test).

5.3. Results and discussion

Delayed CA storage reduced the occurrence of internal browning disorders in the
apples (Fig. 5.1 A, B, C and D). In the late harvest fruit, the delayed CA treatment reduced
(by approximately 20%) the internal browning disorders occurrence compared with
immediate CA and this difference is much higher than that found at the early harvest. Saquet
et al. (2003) also observed that delayed CA establishment reduces BBD risk. This result is
probably an adaptation of the fruit to a gradual lowering in its metabolism, first with a
reduction by temperature and then a further reduction through CA establishment. Fruit under
delayed CA treatments experience two low amplitude stresses compared with fruit where both
the temperature and CA establishment occur at same time, and so avoid cell damage and
development of BBD. Fruit under immediate CA showed a greater occurrence of BBD. This
level of stress resulted in greater damage to the fruit tissue, possibly from the shortage of O,
and extreme restriction in the energy metabolism causing accumulation of ethanol,
acetaldehyde and etil acetate (Ke et al., 1991; Saquet et al., 2003).

Late harvest and immediate CA-stored fruit showed a lower browning disorders
occurrence than early harvest and immediate CA-stored apple during storage (Fig. 5.1 B and
D). This unexpected result is in contrast with former harvest and storage experience (Saquet et
al., 2003). Also other researchers have shown that late harvested “Braeburn’ are susceptible to
a higher occurrence of BBD (Lau, 1997; Curry, 1998). The higher browning occurrence of
early picked apples in our experiment may be only explained by specific climate influences of

the growing season.
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On the other hand these fruit (Fig. 5.1 B and D) showed a good correlation between
post-storage disorder occurrence, and the respiration and ethylene production as measured at-
harvest (Table 5.1). Similar correlations have also been found by East et al. (2005) working
with internal browning disorders in Pink Lady apples.

A negative relationship between the chlorophyll-fluorescence measurements made at-
harvest with the CO, stress and with the browning disorder occurrence post storage was found
only in some cases. Volz et al. (1998) found a relationship between CO, stress at-harvest and
flesh browning in ‘Fuji’ apples when working with stress applications of 20 and 50 kPa and 3,
5 and 7 days. In our experiment, however, a 24 h stress period may have been too short to get
comparable results. Therefore in a current investigation we are working with longer stress
periods of 3 days as used by Volz et al. (1998), with the objective to achieve one at-harvest
measurement to predict BBD occurrence after storage.

The K/Ca ratio, K and P levels showed positive correlations with browning disorders
(Table 5.1). K has the best correlation with BBD being a promising mineral element for
mathematic models to predict BBD. K is responsible for the activation of some enzymes and
is an antagonist of Ca, so K alone or as a K/Ca ratio is a possibility for BBD prediction (Taiz
and Zeiger, 2004; Altherr et al., 1995). P can also be a good alternative for BBD prediction, as
it is involved in energy metabolism that is possibly linked to the appearance of the BBD
symptoms (Saquet and Streif, 2002). Milani and Hamedi (2005) also showed that some apple
cultivars are sensitive to enzymatic browning, and use P and K as co-factors to activate

certain enzymes, and this could be a way to predict BBD.
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Figure 5.1: Flesh browning intensity score of 7 different orchards during 6 months storage
(A) first harvest and delayed CA; (B) first harvest and immediate CA; (C)
second harvest and delayed CA; and (D) second harvest and immediate CA of

‘Braeburn’ apples.
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Table 5.1: Correlation coefficients (r*) between some fruit parameters and browning disorders
in ‘Braeburn’ apples of different harvest times and storage regimes. Ravensburg,

Germany,2007.
Harvest 1 Harvest 2
delayed Immediate delayed Immediate
Difference Fo -0,89** ns ns ns
K/Ca 0,84* ns ns 0,88%
K 0,83* ns 0,82* 0,76%*
P ns ns ns 0,75%
Ethylene at day 1 ns ns 0,90%** 0,83*
Ethylene at day 10 -0,89%* ns ns ns
Respiration at day 9 0,81% -0,75%* ns ns
Respiration at day 10 -0,86* -0,78* ns ns

ns Not significant; *0.01 < P < and = 0.05; ** P < and =0,001
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CONSIDERA COES FINAIS

Para a cv Fuji os pardmetros que apresentaram correlacdo significativa com a
manifestacdo de degenerescéncia da polpa, apds o armazenamento em AC e vida de prateleira
sdo: teor de suco na polpa dos frutos (vilido apenas para AC em alto CO,) e SST (valido
apenas para AC em baixo CO,, na maturacdo comercial). H4 necessidade de repeticdo do
trabalho em diferentes anos e pomares para viabilizar o uso da previsdo de ocorréncia de
disturbios fisioldgicos, através da andlise de atributos de maturagdo e qualidade no momento
da colheita. Ocorre interagcdo da degenerescéncia da polpa dos diferentes pomares e condi¢oes
de AC, o que dificulta uma previsdo utilizando diferentes condi¢des de AC. A correlacdo das
avaliagOes iniciais com a incidéncia de desordens fisioldgicas depende de cada condigdo de

AC.

Para a cv. Gala, nas condi¢des ideais de armazenamento em AC, ocorre correlacdo de
degenerescéncia da polpa com densidade do fruto somente na colheita precoce.

Para ‘Braeburn’, nas condigdes ideais de armazenamento em AC, o indice de iodo-
amido apresenta correlacdo significativa com a degenerescéncia somente na colheita precoce.
A fluorescéncia de clorofila, apds o estresse por alto CO, pode prever a ocorréncia de
degenerescéncia somente na colheita precoce e com atraso na instalagdo da AC. A andlise
nutricional dos frutos, destacando o nivel de K, pode prever a ocorréncia de degenerescéncia
da polpa durante o armazenamento em AC. A colheita realizada no ponto 6timo de maturacgio
proporciona maior potencial de armazenamento, mantendo a qualidade dos frutos sem
incidéncia de degenerescéncia.

A ocorréncia da degenerescéncia da polpa é esporddica, portanto estes experimentos

devem ser repetidos para estabelecer um padrao metodoldgico.
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