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RESUMO

Estudos anatomicos e fisiologicos de frutos de caquizeiro (Diospyros kaki L.) quanto ao
acumulo de taninos e aos processos de destanizacio

O presente trabalho visou analisar comparativamente as alteragdes fisioldgicas e
estruturais de caquis adstringentes (PVA) e nado adstringentes (PCNA) desde o inicio do
desenvolvimento até a maturagdo avangada. Além disso, na pds-colheita, foram realizados
tratamentos de destanizagdo e testadas diferentes condi¢des de armazenamento para
,Glombo’. Este trabalho esta sendo apresentado em seis capitulos, sendo que os ultimos cinco
capitulos referem-se aos experimentos realizados entre 2010 a 2013. No capitulo 2 ¢
apresentado o desenvolvimento de caquis ,,Giombo’ (PVA) e ,,Fuyu’ (PCNA). Foi possivel
observar que a diferenciacao das células taniferas e o processo de acimulo de taninos no
vacuolo ndo variou entre as cultivares, porém houve diferenca significativa em relagdo a
densidade de células taniferas e aos teores de taninos soltiiveis. O capitulo 3 apresenta o estudo
comparativo de sete estddios de maturacdo de caquis ,,Giombo’ ¢ ,,Rojo Brillante’ (PVA) e
»fuyu’ e ,Hana Fuyu” (PCNA). A reducdo da firmeza do mesocarpo de caquis de ambos os
grupos esta relacionada ao avango da maturacdo ¢ ndo a perda natural da adstringéncia. A
capacidade antioxidante e o teor de so6lidos soliveis em caquis dos dois grupos indicam que
pode haver relacdo com a perda natural da adstringéncia, pois houve decréscimo somente nas
cultivares PVA durante a maturagdo. Os taninos delimitados as células taniferas no teste com
vanilina cloridrica, e o contetido do vactiolo com aspecto alveolar observado ao Cryo-SEM
podem estar relacionados a polimerizagdo dos taninos durante o amadurecimento dos frutos.
No experimento descrito no capitulo 4, caquis ,,Giombo’ de fim e inicio de safra foram
submetidos a diferentes tempos de exposi¢dao ao etanol (1,70 mL Kg'l). No fim da safra os
frutos obtiveram indice de adstringéncia e teores de taninos soluveis adequados para consumo
em 24 horas e, no inicio da safra, em 36 horas. O capitulo 5 discute a influéncia das pectinas
na remog¢ao da adstringéncia de caquis ‘Giombo' sob o armazenamento refrigerado a 5°C. Os
resultados indicaram que ndo houve interagdo das pectinas com os taninos soliveis na
remog¢do da adstringéncia, pois mesmo com a reducdo da firmeza de polpa e aumento da
solubilizagdo das pectinas, o indice de adstringéncia e o teor de taninos soliveis
permaneceram elevados nos frutos ndo destanizados. No capitulo 6 ¢ apresentada a influéncia
das temperaturas (1, 5 e 10°C) de armazenamento na qualidade de caquis ,,Giombo’
destanizados tratados ou ndo com 1-MCP. A qualidade foi melhor preservada quando os
frutos foram destanizados e tratados com 1-MCP e armazenados a 1°C por até 35 dias. Os
frutos que foram apenas destanizados tiveram a estrutura celular do mesocarpo e a firmeza
mais alteradas em todas as temperaturas analisadas. Provavelmente, a temperatura de 5°C
torna os frutos mais susceptiveis a danos por frio com redugao drastica da firmeza e alteracdes
estruturais.

Palavras-chave: Adstringéncia; Anatomia; Armazenamento refrigerado; Células taniferas;
Desenvolvimento; Diospyros kaki L.; Pectinas; Taninos
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ABSTRACT

Anatomical and physiological studies of persimmon fruits (Diospyros kaki L.) on the
tannin accumulation and deastringency processes

This study purpose was the comparison between the physiological and structural
changes of astringent persimmons (PVA) and non-astringent (PCNA) from the start of
development to advanced maturation. Furthermore, postharvest treatments of deastringency
were made and tested for different storage conditions at ,,Giombo’. This work is presented in
six Chapters, and the last five chapters refer to experiments conducted between 2010 and
2013. Chapter 2 describes the development of persimmons ,,Giombo’ (PVA) and ,Fuyu’
(PCNA). It was observed that the differentiation of tannin cells and the accumulation process
of tannin in vacuole did not vary among cultivars, but there was a significant difference in the
density of tannin cells and soluble tannins. Chapter 3 presents the comparative study of seven
stages of ripening persimmons ,,Giombo’ and ,,Rojo Brillante’ (PVA), and ,,Fuyu’ and ,,Hana
Fuyu’ (PCNA). Reduction of mesocarp firmness of both groups of persimmons is related to
maturation advance and not due to natural loss of astringency. Antioxidant capacity and total
soluble solids of persimmons from both groups indicate a possible relation with the natural
loss of astringency, once only PVA cultivars showed astringency decrease during ripening.
The tannins delimited in tannin cells for the test with vanillin hydrochloric, and the contents
of the vacuole with alveolus aspect observed by Cryo-SEM may be related to tannin
polymerization during fruit ripening. In the experiment described in Chapter 4, persimmons
,»Glombo’ from late and early harvest were submitted to different periods of exposure to
ethanol (1.70 mL kg™). Fruits obtained at late harvest presented index astringency and soluble
tannin content suitable for consumption within 24 hours, while early harvest in 36 hours.
Chapter 5 regards to the influence of pectins in astringency removal of persimmons ,,Giombo’
under cold storage at 5°C. Results indicated no interaction of pectins with soluble tannins
astringency removal, because even with the reduction of flesh firmness and increased
solubilization of pectins, the index of astringency and soluble tannins remained high in fruits
not deastringenced. The influence of temperature (1, 5 and 10°C) storage on the quality of
persimmons ,,Giombo’ treated or not with 1-MCP is presented in Chapter 6. Better quality
was observed when the fruits were deastringenced, treated with 1-MCP and stored at 1°C for
up to 35 days. Fruits that had been only deastringenced had bigger changes on their mesocarp
cellular structure and firmness at all temperatures experimented. The temperature of 5°C may
be responsible for making fruitsmore susceptible to chilling injury with structural changes and
a drastic reduction of the firmness.

Keywords: Astringency, Anatomy, Cold storage, Development, Diospyros kaki L., Pectins,
Tannins, Tannin cells
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor de frutas do mundo com produgao de 43.892.946
toneladas (FAO, 2013), fato que se deve as condi¢des climaticas favoraveis que permitem o
cultivo de espécies frutiferas tropicais, subtropicais e temperadas. Segundo dados da Pesquisa
de Orgamentos Familiares (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA
- IBGE/POF 2008-2009), o consumo de frutas no Brasil foi de 28,86 kg/pessoa/ano, embora
venha ocorrendo um aumento nos ultimos anos, o consumo ainda ¢ baixo comparado aos
paises europeus. Em razdo da ampliacao da classe média e aumento do poder aquisitivo da
populagdo, o Brasil apresenta ampla capacidade de crescimento no mercado interno de frutas.

Dentre as frutas que merecem destaque no mercado nacional, encontra-se o caqui, o
qual apresenta grande importancia para o setor de frutas no Brasil (FACHINELLO et al.,
2011). Mundialmente, os principais produtores de caquis sdo: China (2.533.899 toneladas),
Coréia do Sul (430.521 toneladas), Japao (266.600 toneladas) e Brasil (173.297 toneladas),
classificando-se como quarto maior produtor (FAO, 2011). Entre os estados brasileiros, Sao
Paulo ¢ o maior produtor com 77.649 toneladas, Rio Grande do Sul em segundo com 29.868
toneladas e o Parana em terceiro com 23.292 toneladas e em torno de 33.000 toneladas nas
partes altas dos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo, totalizando em
164.495 toneladas de caquis em area plantada de 8.652 hectares na safra de 2010 (IBGE,
2010).

Se, por um lado, o caquizeiro ainda ndo se encontra em uma posi¢do destacada em
termos de producdo e area cultivada, por outro, ele se sobressai como a frutifera que mais
cresceu nos ultimos quinze anos, de 1991 a 2005 sua produgdo passou de 47.662 toneladas
para 150.000 toneladas (crescimento de 214,7%) e sua area colhida evoluiu de 4.059 hectares
para 8.500 hectares (crescimento de 109,4%) (FIORAVANCO; PAIVA, 2007), com
produtividade por area de 19.030 kg/ha, a maior quando comparada a outros produtores
mundiais (MARTINEZ-CALVO et al., 2012).

Além do mercado consumidor interno, existe espago para exportagdes brasileiras, ja que
o periodo de safra no Brasil (fevereiro a junho) tem a vantagem de atender a um periodo de
caréncia do produto no mercado internacional (ROCHA; BENATO, 2006; CAMARGO
FILHO et al., 2003).

Estes dados indicam o grande potencial do pais na produgdo de caquis e uma alternativa

para os produtores rurais, pois o cultivo do caquizeiro vem se constituindo numa importante
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atividade agricola para pequenos produtores. No entanto, ainda sdo necessarias melhorias na
pos-colheita deste fruto, como tratamentos de destanizacdo adequados para cultivares
adstringentes, adoc¢ao de técnicas para conservacao da qualidade, controle da maturagdo e
deterioragcdo dos frutos, como o armazenamento refrigerado. Estas estratégias sao essenciais

para a expansao do periodo de oferta e reducdo da sazonalidade dos precos do caqui.

1.2 Origem, classificacdo e aspectos botanicos do caquizeiro

O caquizeiro pertence a familia Ebenaceac ¢ ao género Diospyrus, o qual apresenta
varias espécies de importancia comercial e diferentes finalidades, como espécies para fins
madeireiros  (Diospyrus ebenum), paisagisticos (Diospyrus incostans e Diospyrus
rhombifolia), extragdo de taninos (Diospyrus oleifera) e frutiferas (Diopyros kaki), ao qual
pertence as cultivares comerciais, denominada de alimento dos deuses (dios=Deus,
pyros=alimento) (NISSAN; NAMBOUR, 2011). Ainda, as espécies Diospyros lotus e
Diospyrus virginiana sao utilizadas como porta enxerto para cultivares comerciais.

Tem como centro de origem as montanhas centrais da China, onde mais de 2.000
cultivares diferentes sdo plantadas a milhares de anos, as quais se espalharam pelo mundo
devido a sua ampla adaptagdo climatica, sendo possivel o seu cultivo em climas temperados e
tropicais (SIMAO, 1998). No Brasil, o caquizeiro foi introduzido em Sio Paulo no final do
século XIX, mas somente a partir de 1920, com a chegada de fruticultores japoneses, ¢ que
foram introduzidas tecnologias de producdo e variedades que se adaptaram muito bem ao
clima do Brasil (MARTINS; PEREIRA, 1989).

O caquizeiro ¢ uma espécie caducifolia, portanto necessita de um periodo de repouso
para completar seu ciclo anual, e com exigéncia de horas de frio especificas para cada
cultivar. As flores surgem logo apods a brotacdo, que ocorre normalmente em agosto e
setembro, nas axilas das folhas da base dos ramos novos, podendo ser estaminadas
(masculinas), pistiladas (femininas) ou monoclinas.

As flores estaminadas sdo facilmente identificadas, pois sdo pequenas e aparecem em
cachos (de trés flores), tendo estames normais em nimero par de 14 a 24 com polen viavel e
ovario atrofiado. As flores pistiladas aparecem sozinhas, sdo maiores e t€ém calice, corola e
ovario bastante desenvolvidos, sendo que os estames sao atrofiados. As flores monoclinas sao
pouco comuns, ocorrendo geralmente associadas as estaminadas, tendo caracteristicas
intermedidrias entre as estaminadas e as pistiladas (TEIXEIRA, 2006; YAKUSHIUI;

NAKATSUKA, 2007). Geralmente as cultivares comerciais apresentam somente flores
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pistiladas, com tendéncia a producao de frutos por partenocarpia vegetativa, nao hé estimulo a
polinizagdo, porém, ha formagdo do fruto. Os o6vulos se degeneram e desaparecem, sem
formagdo de sementes (BELLE, 2008).

O fruto do caquizeiro ¢ uma baga com formato e tamanho bastante variaveis entre as
cultivares, com massa, normalmente, entre 250 a 350g e quando polinizados, os frutos
normais podem conter até oito sementes. Quando se deseja frutos com sementes sao
introduzidas cultivares polinizadoras no plantio dos pomares, com recomendacao de uma
planta de flores estaminadas para seis plantas de flores pistiladas (TEIXEIRA, 2006). Em
pomares ja estabelecidos sem plantas polinizadoras, faz-se a sobreenxertia da cultivar
polinizadora em cada planta da variedade comercial, para a formacao de uma pequena copa
com flores estaminadas.

Como resposta a polinizagdo ou ndo das flores, a mudanca na cor da polpa e a
persisténcia da adstringéncia nos frutos, as cultivares sdo classificadas nos seguintes tipos:
Poliniza¢do Constante (PC), os frutos ndo apresentam mudanca na coloracdo da polpa em
fun¢do da polinizacao e Polinizagdo Variavel (PV), em que os frutos apresentam polpa clara,
quando partenocarpicos, e escura, quando fecundados. Ambos sdo divididos em adstringentes
(A) e ndo adstringentes (NA) com base na presenca ou auséncia de adstringéncia dos frutos na
maturidade (MARTINS; PEREIRA, 1989; SUGIURA, 1983).

Os caquizeiros cultivados s3o assim classificados: PCA - , Taubaté’, ,Hachiya’,
»Pomelo’ e ‘Rubi’ sdo conhecidos como caqui moles; PCNA - | Fuyu’, ,.Jiro’ e ,,Hana Fuyu’ sdo
chamados de caquis duros, pois podem ser consumidos ainda com a polpa firme; PVA -
»Alzumishirazu’, ,,Rama Forte’ e ,,Giombo’ que necessitam ser destanizados para consumo e
PVNA - ,Zenjimaru’, ,Shogatsu’, e ,,Mizushima’ e sdo conhecidos como chocolate (ITO, 1971).
Atualmente, as cultivares mais expressivas em producdo no Brasil sdo ,Rama Forte’ e
,»Glombo’ (PVA) e ,,Fuyu’ (PCNA), sendo que as duas primeiras cultivares necessitam de
remogao da adstringéncia e ,Giombo’ apresenta colheita mais tardia que as demais.

O mecanismo de perda da adstringéncia em frutos de cultivares de PCNA durante o
desenvolvimento na arvore requer consideragdes. Primeiramente, a produ¢do de acetaldeido
pelas sementes ¢ nula na maioria das cultivares PCNA e, em segundo lugar, a perda da
adstringéncia ocorre independentemente dos frutos apresentarem sementes ou
desenvolvimento por partenocarpia. Embora alguns autores mencionem que a principal causa
da perda natural da adstringéncia em frutos PCNA seja a interrup¢do precoce do

desenvolvimento das células taniferas no pericarpo e, consequentemente a diluicdo dos



18

taninos na polpa durante o crescimento (YONEMORI et al., 1997; YONEMORI;
MATSUSHIMA, 1985), o mecanismo de perda da adstringéncia neste grupo ainda ndo foi
esclarecido completamente (BESADA et al., 2012). Em frutos de cultivares PCA, nao ha
producao de compostos volateis (acetaldeido) pelas sementes ou esta produgdo € praticamente
nula, fazendo com que os frutos permanecam adstringentes até a colheita mesmo que
apresentem muitas sementes (NISSAN; NAMBOUR, 2011; SUGIURA; TOMANA, 1983).
No grupo PVNA, ocorre a produgdo de uma grande quantidade de compostos organicos
volateis pelas sementes durante os estdgios intermediarios de desenvolvimento levando a
coagulacdo dos taninos e, consequentemente, a perda da adstringéncia tornando a polpa
escura (SUGIURA et al., 1979). Nos frutos PVA com auséncia total de sementes persistem

altos indices de taninos soluveis até a maturagao.

1.3 Aspectos fisiologicos, maturacio e armazenamento de caquis

Frutos de caquizeiros apresentam curva de crescimento sigmoidal dupla que
compreende dois periodos de crescimento rapido (fases I e III), separados por um periodo de
crescimento lento (fase II). Na primeira fase, o crescimento corresponde a abundante divisao
celular no mesocarpo, na segunda a paralizagdo da divisdo celular e crescimento estavel e, na
terceira, ao alongamento das células do mesocarpo e aumento dos espagos intercelulares
(SUGIURA et al., 1991).

E classificado como fruto climatérico, sendo que a biossintese de etileno é inicialmente
desencadeada pelo 4cido abscisico e induzida pela perda de 4gua no calice, através da inducao
e expressao do gene da ACC sintase (DKACS2) e da ACC oxidase (DKACO1) (NAKANO et
al., 2003; LENG et al., 2009). O etileno produzido no calice se difunde no parénquima do
pericarpo, agindo como um sinal para a sintese de etileno autocatalitico neste tecido,
resultando em um aumento abrupto, que corresponde ao pico de producdo de etileno
(NAKANO et al., 2003).

Encontra-se uma correlagdo entre a respiragdo e a producdo de etileno, porém pesquisas
mostram que ¢ baixa a producdo de etileno em caquis (0,1-1,0 pL C,H4 kg'1 h', a 20°C)
(CHITARRA; CHITARRA, 2005), assim como a taxa respiratoria (5-10 mg CO,. Kg' h', a
5°C; 30-40 mg CO, kg h', a 25°C) (HARDENBURG et al., 1986). Mesmo com baixa
producdo de etileno e respira¢do reduzida, ocorrem mudangas na coloragdo, textura, aroma e

sabor, tornando os frutos comestiveis.
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As modificagdes de coloracdo dos caquis durante o amadurecimento estdo relacionadas
a degradacdo da clorofila e ao aumento do contetido de pigmentos carotendides, como a
criptoxantina, zeaxantina e licopeno (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Quando maduro
apresenta-se como uma importante fonte nutricional, por ser rico em carotendides, em
especial, B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina, luteina e licopeno (ANCOS et al., 2000). E
considerado fonte de polifen6is como 4acido galico e acido cumarico (GORISTEIN et al.,
2000), pertencentes aos taninos.

Uma das principais mudangas durante o amadurecimento ¢ o amolecimento dos frutos
de caquizeiros. Na parede celular, os teores de pectina e hemicelulose diminuem durante o
amadurecimento, causando uma grande perda de firmeza no mesocarpo do fruto (CUTILLA-
SUTURRALDE et al., 1993). A diminui¢do destes dois carboidratos na matriz da parede
celular tem como principal consequéncia a separacdo da lamela média. Esta regido da parede
celular ¢ considerada rica em substancias pécticas, predominantemente, pectato de calcio.
Posteriormente, observa-se uma diminui¢do da celulose, que forma o esqueleto de
microfibrilas da parede celular. Apds este ponto o fruto se apresenta totalmente mole (BEN-
ARIE et al., 1996).

Os tratamentos de destanizacdo também afetam a firmeza da polpa. Reducao da firmeza
de polpa em frutos ,,Giombo’ tratados com etanol foi evidenciada por Antoniolli et al. (2000)
e Terra (2010). Salvador et al. (2007) verificaram que caquis ,,Rojo Brilhante’ tratados com
CO,; apresentaram degradacdo no tonoplasto das células taniferas, pelo efeito do CO, e pelo
efeito mecanico produzido pela polimerizagdo dos taninos dentro dos vactliolos das células
taniferas.

Para retardar o avanco do amadurecimento de caquis, manter a firmeza de polpa,
principalmente em frutos destanizados, e prolongar o periodo de comercializagdo tem-se
utilizado métodos como a refrigeragdo, atmosfera controlada, embalagens e a aplicacdo de
biorreguladores, como o 1-metilciclopropeno (1-MCP), que ¢ uma molécula bloqueadora do
sitio de acao do etileno que inibi a evolucao da maturagao (BLANKENSHIP; DOLE, 2003).

A temperatura ideal para a conservacdo de caquis varia entre as cultivares. Estudos ja
foram realizados em caquis ,,Giombo’ com temperaturas de armazenamento de 0°C
(MORALIS, 2012), 1°C (ANTONIOLLI et al., 2001) e de 5°C (MONTEIRO, 2011; TERRA,
2010). Temperaturas inadequadas por periodos prolongados podem causar danos por frio que
que se manifestam em uma variedade de sintomas tais como lesdes superficiais, descoloragao

do tecido interno, textura aquosa e translucida, geleificacdo da polpa e aspecto farinhento
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(BORRAS, 2012). Geralmente durante o armazenamento os frutos apresentam aspecto
normal, no entanto, os sintomas de danos pelo frio se tornam evidentes quando os frutos sao

transferidos a temperaturas moderadas.

1.4 Taninos e adstringéncia em caquis

Metabolitos secundarios sdo formados no metabolismo secundario das plantas e sdo
divididos em trés grupos: terpenos, compostos fenolicos e alcaldides. Estdo relacionados ao
sistema de defesa nas plantas, envolvidos na protecao contra radiacdo ultravioleta e patégenos
agressores, acao alelopatica entre plantas, além de oferecerem coloragdes a flores e frutos que
atraem insetos polinizadores e animais silvestres que dispersam as sementes (TAIZ; ZEIGER,
2003).

Os compostos fenolicos, também chamados de polifendis, sdo formados a partir do
acido chiquimico, cuja sintese ocorre com intermediagdo da fenilalanina, da fenilalanina
amonia liase (PAL) e do 4cido mevalonico (KAY, 1991). Mas a func¢do fisiologica dos
compostos fendlicos ndo se limita apenas ao mundo vegetal. Os polifendis sdo conhecidos por
sua capacidade antioxidante de impedir efeitos danosos dos radicais livres. Estudos
evidenciam acdo protetora dos polifendis contra doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas e cancer (KURODA; HARA, 1999; MCKAY; BLUMBERG, 2002).

De acordo com Manach e colaboradores (2004), os compostos fenolicos podem ser
divididos em quatro grandes grupos, em funcdo do niimero de anéis de fenol e os elementos
estruturais que ligam os anéis uns aos outros: acidos fendlicos, flavondides, estilbenos e
lignanos.

A classe dos acidos fenolicos ¢ formada pelos derivados do acido benzodico (4cidos
hidroxibenzodico) e pelos derivados do acido cindmico (4cidos hidroxicinamicos). Os acidos
hidroxibenzoicos podem ser encontrados na forma livre ou entdo esterificados, formando os
chamados taninos hidrolisaveis (MANACH et al., 2004).

A classe dos flavonoides apresenta uma estrutura comum que consiste em dois anéis
aromaticos ligados entre si por trés d&tomos de carbono que formam um heterociclo oxigenado
(anel C). Em funcdo do tipo de heterociclo envolvido, sdo divididos em seis subclasses,
flavonois, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavandis (MANACH et al.,
2004). Flavanois podem existir tanto na forma monomeérica (catequinas) como na forma de
polimeros (proantocianidinas), que sao chamados popularmente de taninos condensados

(DALVI, 2008; CHUNG et al., 1998).
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Os taninos sao definidos como compostos fenolicos soluveis em agua que possuem peso
molecular entre 500 e 3000 Daltons e capacidade de formar complexos com alcalodides,
gelatina e proteinas (HASLAN, 1996) e combinar-se com celulose e pectina para formar
complexos insoluveis (BATTESTIN et al., 2004). Na boca, os taninos precipitam as proteinas
presentes na saliva, principalmente a amilase, a qual, uma vez ligada aos receptores de sabor,
causa uma sensacdo de secura no palato, a adstringéncia (ITTAH, 1993). Os taninos sao
tipicamente encontrados em frutos de caquizeiros, principalmente quando imaturos, € em
algumas cultivares persistem durante a maturagao.

Os taninos sdo classificados em dois grupos: taninos hidrolisaveis ou soluveis e taninos
condensados, insoliveis ou proantocianidinas.

Taninos Hidrolisaveis: sdo formados principalmente a partir de dacido galico
(galotaninos) e 4cido hexahidrodifénico (elagitaninos) esterificados a um poliol, normalmente
a D-glicose (HANDIQUE; BARUAH, 2002) (Figuras 1 e 2). Sdo unidos por ligacdes éster-
carboxila, sendo prontamente hidrolisaveis em condi¢des acidas ou basicas (BATTESTIN et

al., 2004).

OH\ C//,,Cl
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OH OH

OH OH OH

OH

(A) (B) ()

Figura 1 - Estrutura de galotaninos (A), acido galico (B) e digalico (C). (BHAT et al., 1998)

Figura 2 - Estrutura de elagitaninos (A) e do acido hexahidroxidifénico (B). (BHAT et al., 1998)

Taninos Condensados: sao constituidos por oligdbmeros formados pela polimerizacao
de unidades flava-3-ols o qual ¢ constituido por dois tipos de subunidades, extensdo e

unidades terminais (DIXON et al., 2005) (Figura 3), podem conter duas a cinquenta unidades
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flavanodides ligados entre si por ligacdes entre C4 e C6 (ou C8) conferindo estruturacao

complexa (BATTESTIN et al., 2004).

R = (flavan-3-oi)

Figura 3 - Estrutura quimica de tanino condensado. (BHAT et al., 1998)

Os precursores dos taninos condensados sao formados a partir das leucoantocianinas,
que podem ser convertidas para catequina ou galocatequina (2,3-trans flavan-3-ols) ou a partir
das antocianidinas, que podem ser convertidas para epicatequina ou epigalocatequina (2,3-Cis
flavan-3-ols) (ZHAO et al., 2010; AKAGI et al., 2009; IKEGAMI et al., 2007). Estudos
moleculares indicam que estas reacdes sdo reguladas pelas enzimas leucoantocianidina
redutase (LAR) e antocianidina redutase (ANR) (AKAGI et al., 2009; IKEGAMI et al.,
2007). A epicatequina ¢ mais adstringente do que o seu isOmero quiral catequina e a
localizagdo e a ligacdo das unidades monoméricas influenciam na adstringéncia (ZANG et al.,
2011), pois podem ser soluveis antes da polimerizagao.

A polimerizacdo ocorre pela adicdo de unidades sequenciais de catequinas e
epicatequinas (policondensag¢do), formando compostos complexos nao adstringentes (LIU et
al., 2013; AKAGI et al., 2009). No entanto, os detalhes do processo da polimerizagdo nao
estdo claros e ndo € conhecido se esta ¢ uma reagdo espontanea ou uma reagao catalisada por
enzimas (LIU et al., 2013).

Os frutos de caquizeiro apresentam como caracteristica altos teores de taninos soliveis e
proantocianidinas soltiveis acumuladas no inicio do desenvolvimento (AKAGI et al., 2010).
Os taninos estdo localizados em idioblastos, também chamadas de cé€lulas taniferas, que se
diferenciam em estagios iniciais de desenvolvimento de primoérdios foliares e do ovario das
flores, sendo possivel diferencia-las das células meristematicas e parenquimaticas, apenas
pelo acimulo de conteudo tanifero no vacuolo das células (YONEMORI et al., 1997). Nos
frutos em crescimento € maturagado, as células taniferas estdo distribuidas no mesocarpo, com
diferentes tamanhos e formas, atingindo longos comprimentos (YANG et al., 2005).

Nos frutos de caquizeiro, dependendo do grupo que se classifica a cultivar, os taninos

soltiveis conferem adstringéncia, mesmo em frutos maduros. O desaparecimento natural da
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adstringéncia ou o induzido por via artificial deve-se a coagulagdo, condensagdo ou
polimerizacdo dos taninos presentes no fruto, tornando-os insoluveis e, portanto, incapazes de
formarem complexos (AWAD, 1993).

Segundo Sugiura et al. (1979) ¢ provavel que existam dois diferentes mecanismos na
perda natural da adstringéncia. Um deles é dependente da producdo de etanol e,
presumivelmente, de acetaldeido pelas sementes durante o desenvolvimento dos frutos,
estando associado aos tipos PVNA, PVA e PCA. Por outro lado, supde-se que o segundo
mecanismo, constatado em frutos de cultivares do tipo PCNA, esteja relacionado ao menor
tamanho das células taniferas e aos taninos de baixo peso molecular ¢ menor reatividade
(TAYLOR, 1993).

A perda natural da adstringéncia por meio da a¢do natural do etileno ou aceleramento da
maturacdo com aplicacdo de etileno exdgeno s6 ocorre quando os frutos apresentam
consisténcia mole, o que os inviabiliza para os processos de colheita, classificacdo e
comercializacdo, devido a reducdo drastica da vida de prateleira. Durante o amadurecimento
dos frutos, a parede celular ¢ degradada, formando pectinas soluveis, as quais podem interagir
de maneira ndo covalente com as moléculas de tanino, realizando uma func¢do similar ao
acetaldeido. Taira et al. (1997) observaram que a redugdo da adstringéncia em caqui pode
ocorrer por aderéncia de taninos a fragmentos da parede celular, como as pectinas, tornando-
os insoluveis, sem o acimulo de acetaldeido.

A remocado artificial da adstringéncia por ser realizada com aplicagdo de etileno
exdgeno ou através da inducdo do processo respiratdrio anaerdbio. O etileno induz a formacgao
de compostos responsaveis pelo aroma do fruto como o acetaldeido e o etanol, que
polimerizam os taninos soluveis.

Para promover a destanizagdo por respira¢do anaerdbia utilizam-se altas concentragdes
de CO,. No processo de respiracdo normal, a glicose ¢ convertida a acido pirGvico que, por
sua vez, na presenga de oxigénio, ¢ oxidado completamente a CO; e dgua produzindo energia
em forma de ATP. No entanto, mesmo em condi¢gdes normais de oxigénio, parte do acido
piruvico ¢ convertida a acetaldeido e, em seguida, a etanol no processo de glicolise anaerdbica
(MUNOZ, 2002). Em altas concentragdes de CO,, a produgio de acetaldeido e etanol aumenta
promovendo a polimerizagao dos taninos hidrolizaveis.

Outra forma de promover a destanizagdo ¢ através da formagdo de uma atmosfera com
etanol em ambiente fechado, que absorvido pelos frutos, transforma o etanol em acetaldeido

pela acdo da enzima alcool desidrogenase, insolubilizando os taninos (OSHIDA et al., 1996).
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Estudo molecular sobre a biossintese e condensagdo de proantocianidinas em caqui mostra
que o tratamento com etanol, ndo s6 faz a insolubilizacdo direta das proantocianidinas, mas

também afeta a regulagdo da sintese a nivel de transcricao (IKEGAMI et al., 2007).

1.5 Objetivos

O objetivo do trabalho foi analisar o desenvolvimento dos frutos de caquizeiros
,Glombo’ e ,Fuyu’ até a sua maturidade comercial. A meta foi esclarecer quando inicia o
acimulo de taninos nas células, se ha diferencas entre as células taniferas desses frutos e
como sdo as células taniferas nessas duas cultivares ao final do desenvolvimento e durante o
processo de maturagao.

Em pods-colheita, submeter caquis ,,Giombo’ ao etanol para determinar o tempo de
exposi¢do mais eficiente para a remocao da adstringéncia. Armazenar frutos destanizados, ndo
destanizados e tratados com 1-MCP a 5°C durante 60 dias e analisar as alteragoes anatomicas
e fisioldgicas decorrentes dos tratamentos. Ainda, estudar a influéncia de temperaturas de
armazenamento refrigerado em frutos destanizados, ndo destanizados e tratados com 1-MCP

na qualidade dos frutos e possivel ocorréncia de danos por frio em caquis ,Giombo’.
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2 0 ACUMULO DE TANINOS DURANTE O DESENVOLVIMENTO DE FRUTOS
DE CAQUIZEIROS ,GIOMBO’ E ,FUYUD’

Resumo

Os taninos sdo os responsaveis pela adstringéncia em frutos de caquizeiros. Desta
forma, o objetivo do estudo foi comparar o desenvolvimento de frutos ,,Giombo’ (PVA) e
»Auyu’ (PCNA) até a maturagdo dos mesmos visando esclarecer se a diferenga na
adstringéncia estd relacionada ao inicio do acimulo de taninos nas células, as diferencas no
padrao de acimulo durante a diferencia¢do celular, a densidade de células e aos teores de
taninos totais e soluveis. Flores e frutos foram coletados em pomar comercial de Mogi das
Cruzes na safra 2010/2011, em fases previamente determinadas até os frutos atingirem a
maturidade comercial. Foram realizadas analises estruturais em microscopia de luz (ML),
ultraestruturais de varredura a baixas temperaturas (MEV) e transmissao (MET) e analises
quantitativas de densidade e indice de células taniferas, taninos soliveis e totais. Nas duas
cultivares, o ovario ja apresenta pequeno numero de células tanifera. Ao longo do
desenvolvimento, ,,Giombo’ apresentou maiores valores de densidade de células taniferas,
bem como de teores de taninos soliveis e totais que ,,Fuyu’. O acimulo dos taninos nas
células pode ser homogéneo restrito as proximidades da parede, vesiculas esféricas com
projecodes ligadas ao tonoplasto, amorfo ocupando todo o vactiolo, homogéneo com areas
circulares ndo preenchidas e homogéneo com preenchimento total do vacuolo. Ao final do
desenvolvimento dos frutos, as células do parénquima se encontram com grandes espagos
intercelulares € com pectinas sendo degradadas, indicando a maturacdo e senescéncia dos
frutos.

Palavras-chave: Adstringéncia; Anatomia; Células taniferas; Diospyros kaki L.

Abstract

Tannins are responsible for the astringency of persimmon fruits. This way, the present
study compared the development of ,,Giombo’ (PVA) and ,Fuyu’ (PCNA) persimmon fruits
until maturity to elucidate whether the difference in astringency between the two cultivars was
related to the early accumulation of tannins in the cells, to differences in the pattern of tannin
accumulation during cell differentiation, to cell density or to the concentrations of total and
soluble tannins. Persimmon flowers and fruits were harvested at a commercial orchard in
Mogi das Cruzes during the 2010-2011 harvest season in predetermined stages until the fruit
reached commercial maturity. Structural analyses by Light Microscopy (LM), ultrastructural
Cryo Scanning Electron Microscopy (Cryo-SEM) and Transmission Electron Microscopy
(TEM), and quantitative analyses of tannin cell density, tannin cell index and total and soluble
tanninswere performed. In both cultivars, the ovary already exhibited a small number of
tannin cells. Throughout development, the ,,Giombo’ persimmon presented higher tannin cell
density and higher levels of total and soluble tannins compared to ,,Fuyu’. The accumulation
of tannins in the cells was: homogeneous and restricted to the vicinity of the cell wall, in
spherical vesicles connected to the tonoplast, amorphous occupying the entire vacuole,
homogeneous with circular unfilled areas, and homogeneous with completely full vacuoles.
At the end of fruit development, the parenchyma cells displayed large intercellular spaces and
degraded pectins, indicating fruit ripening and senescence.
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2.1 Introducao

O caquizeiro (Diospyros kaki L.) pertence a familia Ebenaceae. Seu centro de origem ¢
o continente asiatico, mais precisamente, a China, sendo hoje o maior produtor mundial
(FAO, 2009). Atualmente, o Brasil se destaca como o quarto maior produtor mundial, com
producao de 164.495 toneladas em area plantada de 8.652 hectares no ano de 2010 (IBGE,
2010).

No Brasil, as cultivares mais produzidas sdo ‘Rama Forte' e ‘Giombo' pertencentes ao
grupo polinizagdo varidvel adstringente (PVA) e ‘Fuyu' do grupo de polinizagdo constante
ndo adstringente (PCNA). As cultivares do grupo PVA apresentam altos teores de taninos
soluveis, responsaveis pela adstringéncia, e necessitam de tratamentos de destanizacdo para
consumo (EDAGI; KLUGE, 2009).

Os taninos pertencem ao grupo dos polifendis e sdo divididos em dois grupos: Os
taninos hidrolisaveis ou soluveis sdo formados a partir de 4cido galico (galotaninos) e acido
hexahidrodifénico (elagitaninos) esterificados a um poliol, normalmente a D-glicose
(HANDIQUE; BARUAH, 2002). Os taninos condensados ou proantocianidinas sao
constituidos por oligdbmeros formados pela policondensagdo de unidades de flava-3-ols, que
podem ser formados a partir das leucoantocianinas, e ser convertida para catequina ou
galocatequina (2,3-trans flavan-3-ols) ou a partir das antocianidinas, e ser convertida para
epicatequina ou epigalocatequina (2,3-Cis flavan-3-ols) (ZHAO et al., 2010; AKAGI et al.,
2009; IKEGAMI et al.,, 2007). As proantocianidinas podem ser soluveis antes da
polimerizacao, e estas sdo polimerizadas pela adi¢do de unidades sequenciais de catequinas e
epicatequinas (policondensagdo), formando compostos ndo adstringentes (LIU et al., 2013;
AKAGTI et al., 2009).

O unico estudo sobre a estrutura e ultraestrutura da diferenciagao de células taniferas em
ovario e primordios foliares de caquizeiro ndo esclarece qual ¢ a organela responsavel pela
biossintese dos taninos os quais se acumulam no vacuolo desde o inicio do processo de
diferenciacdo (YONEMORI et al., 1997). Estudos quantitativos de células e taninos soluveis
foram realizados durante o desenvolvimento de frutos de caquizeiro adstringente e nao
adstringente por Yonemori e Matsushima (1987a; 1985). Segundo os autores, as células
taniferas em frutos PCNA param o crescimento precocemente e apresentam menor tamanho

no final do desenvolvimento, enquanto que caquis de polinizacdo varidvel ndo adstringente
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(PVNA) e adstringente (PVA) e polinizagdo constante adstringente (PCA) continuam seu
crescimento.

De acordo com o exposto acima, estudos do desenvolvimento de caquis ‘Fuyu' foram
realizados, porém ndo ha relatos sobre frutos ,,Giombo’. Neste contexto, o objetivo do estudo
foi comparar o desenvolvimento de frutos ,,Giombo’ (PVA) e ,,Fuyu’ (PCNA) até a maturagdo
dos mesmos visando esclarecer se a diferenca na adstringéncia esta relacionada ao inicio do
acumulo de taninos nas células, as diferencas no padrao de acimulo durante a diferenciagao

celular, a densidade de células e aos teores de taninos totais e soluveis.

Desenvolvimento

2.2 Material e Métodos

Material vegetal

Foram utilizados materiais das cultivares Giombo (PVA) e Fuyu (PCNA) obtidos em
Mogi das Cruzes-SP (23°31°S 46°11°0) a 742 m de altitude, entre setembro de 2010 e margo
de 2011. Para as analises anatomicas e analises quantitativas, as fases de desenvolvimento
foram padronizadas visualmente (Figura 1 A-L) e através de medidas das flores e dos frutos.
Fase a) Aparecimento dos botdes florais: botdo com 0,5 cm de didmetro ¢ 1,0 cm de
comprimento para ,,Giombo’; e 0,8 cm de didmetro e 1,5 cm de comprimento para ,,Fuyu’;
Fase b) Abertura do célice do botdo floral: botdao com 0,8 cm de diametro € com 1,4 cm de
comprimento para ,,Giombo’ e 1,0 cm de didmetro e 1,5 cm de comprimento para ,,Fuyu’;
Fase c¢) Alongamento e alteracdo na cor da corola de branca para amarela clara: botao com 0,8
cm de didmetro e 1,6 cm de comprimento para ,Giombo’ e com 1,1cm de didmetro e 1,7 cm
de comprimento para ,Fuyu’; Fase d) Abertura da corola (antese): flor com 0,9 cm de
diametro e 1,5 cm de comprimento para ,,Giombo’ e¢ 1,2 cm de didmetro e 1,3 cm de
comprimento para ,,Fuyu’; Fase e) Secamento e queda da corola: fruto com 1,0 cm de
diametro e 0,9 cm de comprimento para ,,Giombo’ e 1,0 cm de diametro e 0,9 cm de
comprimento para ,Fuyu’. A partir da fase e (outubro)(Figura 1F), foram realizadas coletas
mensais. ,,FJuyu’ que apresenta maturacao mais precoce foi colhido até fevereiro e ,,Giombo’,
maturacao mais tardia, colhido até margo.

Para analise ao microscopio de luz foram utilizadas todas as fases do desenvolvimento e

maturagdo de ambas cultivares, para analise ao microscopio eletronico de varredura a baixas
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temperaturas foi utilizada somente a fase e e para transmissdo as fases a-d de ,,Giombo’ e
,»Fuyu’. As andlises quantitativas (densidade, indice de células e taninos totais e soluveis)

foram realizadas a partir da fase e (outubro).

Figura 1 - Fases de desenvolvimento de flores e frutos de caquizeiros ‘Giombo’ (A-K) e ,Fuyu’ (L). A.
Aparecimento dos botdes florais (fase a). B. Abertura do calice do botdo floral (fase b). C.
Alongamento e altera¢do na cor da corola de branca para amarela clara (fase ¢). D-E. Abertura da
corola — antese (fase d). Notar estames atrofiados (seta). F. Secamento e queda da corola (fase e). G.
Frutos da terceira coleta (nov, fase f). H. Frutos da quarta coleta (dez, fase g). I. Frutos da quinta
coleta (jan, fase h). J. Frutos da sexta coleta (fev, fase i). K. Frutos da sétima coleta (margo, fase j).
L. Frutos da sétima e ultima coleta de caquis ,Fuyu’ (fev, fase i). Fr= fruto, Ov= Ovario, Pe=
pétalas, Se= sépalas

Microscopia de luz (ML)

Foram retiradas por¢des do ovario e da regido equatorial dos frutos para as analises ao
microscopio de luz. As amostras foram fixadas em solucao de Karnovsky (KARNOVSKY,
1965), submetidas a bomba de vacuo para a retirada do ar dos espacos intercelulares,
desidratadas em série etilica até etanol 100% e infiltradas em hidroxi-etil-metacrilato (Leica

Historesin) para a confec¢do dos blocos (4 repeticdes para cada fase). Os blocos foram
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seccionados em microtomo rotativo a 5-6 um de espessura obtendo-se sec¢des transversais €
longitudinais. As sec¢des foram coradas com azul de toluidina (SAKAI, 1973) para as
analises histoldgicas usuais, tratadas com cloreto férrico para detectar compostos fendlicos
(taninos) (JOHANSEN, 1940) e com vermelho de ruténio para detectar pectinas
(STRASBURGER, 1924). As secc¢des foram montadas em laminas com resina sintética
“Entellan” e as imagens capturadas em microscopio trinocular Leica DM LB acoplado na
camara de video Leica DC 300 F e processadas em computador para confecgdao das

ilustragoes.

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As amostras do ovario e frutos (fases a-e) de ,Giombo’ e ,,Fuyu’ foram coletadas e
imediatamente fixadas em solucdo de Karnovsky modificado: 2,5% glutaraldeido, 2,5%
paraformaldeido, CaCl, a 0,05mM em tampao cacodilato de sédio (0,1 M, pH 7,2) por 48
horas. Retirou-se o ar das amostras por 5 minutos ¢ entdo foram pos-fixadas em tetroxido de
6smio 1% por 2 horas. As amostras foram desidratadas em série crescente de acetona até
100% e infiltradas em resina Spurr. Os blocos foram seccionados no ultramicrétomo Leica
UC6 e as se¢des contrastadas com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo a 2% por trinta
minutos em cada etapa (REYNOLDS, 1963). As observagoes e as eletromicrografias foram
feitas a0 microscopio eletronico de transmissdo Zeiss EM-900 operando a 50 Kv com as

escalas das eletromicrografias diretamente impressas nas mesmas.

Microscopia eletrénica de varredura a baixas temperaturas (Cryo-SEM)

A analise foi realizada somente na fase e de desenvolvimento. Foram retiradas amostras
de Imm de espessura da regido equatorial dos frutos com auxilio de lamina inoxidavel. As
amostras foram colocadas em porta-amostra de metal e congeladas com nitrogénio liquido a -
210°C e imediatamente transferidas para o Cryo-trans (CT 15000C, Oxford Instruments Ltd.,
Oxford, England), acoplado a um microscopio eletronico de varredura (Jeol JSM 5410,
Toéquio, Japdo) operando em condigdes de congelamento de -130°C e vacuo (107 bar de
pressdo). No Cryo-Trans, a amostra foi fraturada a temperatura de -180°C, as secgoes
sublimadas a -90°C durante 15 minutos para eliminar possivel excesso de dgua superficial no
tecido. As amostras foram revestidas com ouro no proprio Cryo Trans (a 107~ bar e 40mA),
observadas em microscopio com voltagem de 10 kV com distancia de trabalho de 15 mm e as

imagens capturadas em computador.



36

Densidade e indice de células taniferas

As determinagdes foram realizadas a partir da fase e de desenvolvimento, sendo
utilizadas secgdes transversais de quatro blocos de frutos diferentes, coradas com azul de
toluidina, e as imagens capturadas. Nestas imagens foram definidas quatro 4reas de lmm’
para contagem do nimero de células parenquimaticas e taniferas através do programa Image
Tool, Windows 3.0. Utilizou-se as seguintes formulas:

Densidade: N° células taniferas/mm?

Indice (%) = S/(S+E)x100, sendo S o niimero de células taniferas por unidade de 4rea

e E o nimero de células do parénquima na mesma area.

Teores de taninos totais e solveis

Os teores de taninos soluveis e totais foram determinados a partir da fase e de
desenvolvimento, utilizando-se trés repeticdes de trés frutos. Os teores foram determinados
espectrofotometricamente utilizando-se o reagente de Follin-Ciocalteau (50%), segundo
técnica recomendada por Taira (1996), onde uma amostra de 1g de polpa triturada e
centrifugada com metanol ¢ diluida para um volume final de 100 mL com &gua destilada do
qual se retira uma aliquota de 1 mL. A esta aliquota adiciona-se reagente de Follin-Ciocateau
(50%) e 1,0 mL de solucdo de carbonato de sodio supersaturado e 7,5 mL de dgua destilada.
Em seguida foi realizada a leitura em espectrofotometro marca Biochrom, modelo Libra S22
com absorbancia a 725 nm. Foi utilizado, como padrdo uma solucdo de acido galico (0,1 gL~

" e os resultados expressos em g 100 g ™' polpa.

Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2 x 6, com duas
cultivares e seis periodos de coleta para ‘Giombo' e cinco periodos para ‘Fuyu'. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias das amostras comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade através do pacote estatistico SASM-Agri (CANTERI et
al., 2001).

2.3 Resultados
As cultivares ,,Giombo’ e ,,Fuyu’ apresentam flores com verticilos de prote¢do bastante

vistosos, tetrdmeras, gamossépalas e gamopétalas, sendo as sépalas bastante evidentes por seu

tamanho desde o inicio do desenvolvimento dos botdes florais (Figura 1 A-C). Sao diclinas
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femininas com ovdrio stpero e estigma bifido e apresentam estames atrofiados e pilosos

(Figura 1E).

Figura 2 - Padrdes de acimulo de taninos no ovario e frutos de caquizeiros ‘Giombo' (A, B, C, D, E, F, G, J, L,
M, N, O, Q) ¢ ‘Fuyu' (H, I, K, P). Fotomicrografias em ML: A, B, C, E, H, I, K, L, N, P.
Eletromicrografias em Cryo-SEM: D, G, J, O, Q e em MET: F, M. A. Ovario na fase a. As setas
indicam aparecimento das primeiras células taniferas. B. Divisdo celular (*). C-D. Inicio do acimulo
dos taninos proximo a parede celular (setas). Em C, observar reacdo com cloreto férrico. E-F-G.
Estruturas vesiculares presentes no inicio do acimulo de taninos (setas). H. Vesiculas com proje¢des
presentes no tonoplasto. I-J. Tanino amorfo preenchendo o vacuolo (setas). K. Cristais do tipo drusa
sob luz polarizada. L. Acumulo de taninos com areas circulares ndo preenchidas (seta). M. Espagos
no conteudo vacuolar que corresponde as areas circulares nao preenchidas da figura anterior (seta). N-
0. Célula tanifera com o vacuolo preenchido com tanino denso e homogéneo. P. Os diferentes
padroes de acimulo de taninos. Q. Poros no tonoplasto (setas). CM= Célula Meristematica; CT=
Célula Tanifera; Dr= drusa; Ov= ovario; PC=Parede Celular; Pe= Pétalas; Tn= tanino; Va= vacuolo
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A cultivar ,,Giombo’ (PVA) apresenta frutos com desenvolvimento partenocarpico, ndo
ha estimulo a polinizacdo, porém, hd formacdo do fruto e os d6vulos se degeneram e
desaparecem. No entanto, em ,,Fuyu’ sdo introduzidos polinizadores no pomar, obtendo-se
assim flores polinizadas e frutos com formagao de sementes. O ciclo de desenvolvimento dos
frutos em ,,Giombo’ e ,,Fuyu’ teve inicio com o aparecimento do botdo floral (fase a) entre
agosto e setembro e os frutos atingiram a maturidade com 210-240 e de 150-180 dias,
respectivamente.

Na fase a, inicio do desenvolvimento do botao floral de ‘Giombo' (Figura 2A) e ‘Fuyu’,
0 ovario encontra-se em expansao devido a intensa divisdo celular das células meristematicas
(Figura 2B). Estas se apresentam pequenas, isodiamétricas e com nucleo bastante evidente.
Nesta fase, o inicio do acimulo de taninos ja permite diferenciar as células taniferas que estdo
dispersas ou agrupadas na regido central do ovario.

No inicio, concomitante ao acimulo que ocorre nas proximidades da parede celular
(Figuras 2C-D), se observa intensa vesiculacdo no citoplasma da célula tanifera (Figuras 2E-
F-G). Tais vesiculas podem formar projecdes ligadas ao tonoplasto de um lado a outro da
parede celular em ,,Giombo’ e ,Fuyu’ (Figura 2H).

Na fase b, gradativamente o vactolo ¢ ocupado pelo tanino amorfo (Figura 2I-J) e
também ha presenca de idioblastos com cristais do tipo drusa em formato poliédrico dispersos
no ovario de ,,Giombo’ e ,,Fuyu’ (Figura 2K).

Além dos padrdes de acimulo j4 citados, a partir da fase ¢ do desenvolvimento dos
frutos de ambas as cultivares, também sdo observadas células taniferas cujo acimulo vacuolo
se apresenta homogéneo com 4éreas circulares ndo preenchidas com tanino (Figuras 2L, M).
Consequentemente estas areas no contetido do vacuolo sdao preenchidas de forma homogénea
(Figura 2N-O), sendo encontradas células com os diferentes padrdes de acumulo
simultaneamente ainda nesta fase ¢ (Figura 2P). Também foi verificada a presenga de poros
no tonoplasto (Figura 2Q).

Ainda na fase ¢, o ovario ¢ revestido pela epiderme uniestratificada e a camada
subepidérmica apresenta acuimulo de compostos fendlicos caracterizando a hipoderme (Figura
3A-B). Em ‘Fuyu' ja sdo observadas esclereides (Figura 3A), enquanto que em ‘Giombo'
(Figura 3B), as esclereides estdo ausentes e nas primeiras camadas do parénquima (5-6
camadas) as células possuem tamanho menor e citoplasma denso.

Na fase d, periodo de antese, observam-se as mesmas caracteristicas descritas
anteriormente para a epiderme e hipoderme. A partir desta fase também sdo encontradas

esclereides nas camadas periféricas do pericarpo de ,,Giombo’ (Figura 3C). Nas demais
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camadas do parénquima o processo de expansdo celular continua e, nas duas cultivares, sao
verificadas células taniferas mais alongadas, acompanhando ou ndo os feixes vasculares
(Figura 3D). No parénquima ainda ocorrem os diferentes padrdes de acumulo de taninos nas
células taniferas, sendo que naquelas cujo acumulo ¢ acentuado o vactiolo ocupa quase todo o
volume celular (Figura 3E).

Na fase e, periodo pds-antese, ocorre o secamento do pistilo e a queda da corola em
,Glombo’ e ,Fuyu’. O aumento do nimero de células do fruto ainda estd ocorrendo,
confirmada pela alta densidade de células taniferas obtidas no més de outubro e sua
estabilizagcdo nos meses subsequentes (Figura 4A). Nas duas cultivares, o acimulo de taninos
mais frequente ¢ do tipo homogéneo, sendo que as drusas antes dispersas no parénquima
passam a ficar concentradas nas camadas mais externas, entre as esclereides e a epiderme.

Nas demais fases de desenvolvimento (fases f-j) de ,,Giombo’ e ,,Fuyu’, apds as células
cessarem as divisdes e as diferenciagdes, observa-se o afastamento das células epidérmicas
em ,,Giombo’ (Figuras 3F), que deixam de apresentar paredes anticlinais altas devido ao
alongamento celular no sentido periclinal em ,Fuyu’ (Figura 3G). A cuticula também se torna
mais espessa e passa a preencher os espacos intercelulares que surgem na epiderme (Figura
3F). As esclereides se encontram presentes até o final da maturagdo dos frutos, conferindo
dureza e resisténcia ao pericarpo (Figura 3G). Nas células taniferas se observa o aumento do
espaco entre o vacuolo e¢ a parede celular (Figura 3H). Os espacos intercelulares no
parénquima sdo ampliados (Figuras 3F-G) e passam a ser preenchidos por polissacarideos, em
especial, pectinas (Figura 3I) resultantes da degradacdo parietal que caracteriza a maturagao e
senescéncia dos frutos. Nao sdo mais observadas drusas nas camadas periféricas do pericarpo

a partir da fase f do desenvolvimento em ambas as cultivares.
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Figura 3 - Secgdes transversais (A-C; E-I) e seccdo longitudinal (D) das fases de desenvolvimento do ovario e frutos de
caquizeiro ‘Giombo' (B, C, D, F, H, I) e ‘Fuyu' (A, E, G). A. Esclereides, drusas (pontas de seta) e células
taniferas com aciimulo inicial nas camadas externas do parénquima na fase ¢ (seta). B. Esclereides ausentes na
fase ¢. Notar camadas de células com nucleos evidentes (*) e células com diferentes padrdes de acumulo (setas).
C. Aparecimento de esclereides no parénquima na fase d. D. Células taniferas alongadas e em diferentes estagios
de acimulo na fase d (setas). E. Células taniferas com preenchimento homogéneo apds reagdo com cloreto férrico
na fase e. F. Fruto em expanséo celular (fase g). Notar os espagos entre as células epidérmicas (setas) e o acimulo
de fendis na hipoderme. G-I. Fase de maturagdo dos frutos (fases i e j) mostrando o acimulo de pectinas (*),
coradas pelo vermelho de ruténio, nos espagos intercelulares (G, I) e células taniferas com vacuolo preenchido.
CF= Célula Fenolica, CT= Célula Tanifera, Cu= Cuticula, Ep= Epiderme, Es= Esclereides, Pa= Parénquima
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A andlise de varidncia demonstrou que ocorreu interagdo para oS parametros
quantitativos avaliados (P<0,01) (Figura 1-anexo). A densidade de c¢lulas taniferas foi maior
em outubro, tanto para ,Fuyu’ quanto para ,Giombo’ (Figura 4A). Comparando as duas
cultivares, ,(Giombo’ obteve maior densidade de células taniferas que ,Fuyu’ durante todo o
desenvolvimento. Para as duas cultivares, ao longo do tempo, os valores de densidade se
mantiveram estaveis, fato que indica que em novembro a divisdo celular cessou.

Para o indice, que leva em consideragdo o nimero de células taniferas em relagao ao
numero de células do parénquima, os valores oscilaram durante o desenvolvimento nas duas
cultivares (Figura 4B). Considerando cada periodo mensal, ,,Giombo’ apresentou valores

maiores, com exce¢ao nos meses de outubro ¢ dezembro.
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Figura 4 - Valores de densidade (A) e indice (B) de células taniferas, teores de taninos totais (C) e soluveis (D)
em frutos de caquizeiros ,Giombo’ e ,Fuyu’ durante o desenvolvimento (seis e cinco periodos de
coleta, respectivamente). Letras maiusculas comparam as cultivares em cada periodo de coleta e as
letras mindsculas comparam o efeito das épocas de coleta para cada cultivar. Valores médios com
letras diferentes sdo significativos pelo teste de Tukey (p< 0,05). As barras verticais representam o
erro padrao

Em ,,Fuyu’, houve redu¢do dos taninos totais e soluveis ao longo do desenvolvimento,
porém em ,(Giombo’, embora tenha ocorrido oscilacdo, os valores se mantiveram elevados
durante todo o periodo (Figuras 4C-D). Ao final do desenvolvimento e maturagdo os teores de
taninos soluveis, compostos responsaveis pela adstringéncia, se mantiveram mais elevados em

. .. -1 -1 .

,»Glombo’ do que em ,Fuyu’, atingindo valores de 0,785 g 100 g e 0,141 g 100 g~ (Figura

4D).
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2.3.1 Discussao

Na cultivar adstringente ,Giombo’ e ndo-adstringente ,,Fuyu’, ocorreu a diferenciagdo
precoce das células taniferas na fase de aparecimento do botao floral. Nesta fase, o tecido
meristematico se encontra em intensa divisdo celular, sendo possivel identificar as células
diferenciadas somente através do inicio do aciimulo dos taninos em diferentes padroes.
Yonemori et al. (1997) também relata o aparecimento de células taniferas antes da antese em
,Fuyu’ e ,,Hiratenenashi’.

Nas duas cultivares analisadas, os diferentes padrdes de acimulo de taninos surgem
numa sequéncia de eventos, sendo que alguns deles aparecem em fases distintas do
desenvolvimento dos frutos e outros ocorrem simultaneamente. Embora os diferentes padrdes
descritos tenham sido observados por outros autores Martini et al. (2008); Franceschi et al.
(1998), Yonemori et al. (1997); Chafe e Durzan (1973) ainda ndo havia evidéncias de que os
padrdes caracterizassem uma sequéncia de eventos como foi demonstrada neste estudo. A
presenca de polifendis proximo a parede celular, a qual caracteriza o primeiro estagio de
acumulo verificado no presente estudo, foi descrita por Yonemori et al. (1997) em ovario de
caquis ‘Fuyu' e ‘Hiratananenashi' e por Franceschi et al. (1998) no floema secundario de
Picea abies (Norway spruce). A formagdo de estruturas vesiculares nas fases iniciais do
acumulo dos taninos observada no presente estudo também foi descrita em cotilédones de
espécies de Theobroma (Sterculiaceac) (MARTINI et al., 2008).

O padrao homogéneo interrompido por areas ndo preenchidas por tanino verificado nas
duas cultivares também ¢ visualizado em espécies de Theobroma (MARTINI et al., 2008), em
Picea abies (FRANCESCHI et al., 1998) ¢ em Picea glauca (Pinaceae) (CHAFE; DURZAN,
1973). Yonemori e Matsushima (1987a, 1987b) comentam sobre a presenca de poros na
parede das células taniferas em ,Fuyu’ os quais se fecham coincidindo com o periodo de
acimulo de taninos € com o crescimento da célula, periodo que, segundo os autores, precede a
condensacdo dos taninos. A presenca de poros na parede celular ndo foi visualizada no
presente estudo nem descrita por outros autores (YANG et al., 2005; YONEMORI et al.,
1997; CHAFE; DURZAN, 1973).

A fase final do acimulo que ¢ de forma homogénea e compacta também ¢ observada em
outros estudos com células taniferas em caquizeiros (YONEMORI et al., 1997) e em outras
espécies (MARTINI et al., 2008, FRANCESCHI et al., 1998, CHAFE; DURZAN, 1973).

Os diferentes modos de acimulo descritos nas duas cultivares ndo resultam de artefato

provocado pela fixacdo conforme propde Martini et al. (2008); Durzan et al. (1973) e Curgy
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(1968). De acordo com Martini et al. (2008) as células polifenodlicas apresentam uma
complexa citoarquitetura e, apds a fixacdo em glutaraldeido a secreg¢@o fenolica exibe um s6
conteudo ou fragmenta-se em varias gotas esféricas. No entanto, em amostras preparadas sem
fixacdo, congeladas e capturadas as imagens, os padrdes se repetem como verificado por
outros autores (COLE; ALDRICH, 1971).

As possiveis organelas envolvidas com a sintese de taninos sdo plastidios (MUELLER;
BECKMAN, 1974), dictiossomos (GINSBURG, 1967) e reticulo endoplasmatico (CHAFE;
DURZAN, 1973; MARTINI et al., 2008). Um novo modelo de biossintese de taninos foi
proposto por Brillouet et al. (2013), no qual os taninos sdo polimerizados numa nova organela
derivada do cloroplasto, o tanosomo. Sdo formadas esferas com taninos em seu interior a
partir dos tilacoides e grupos sdo encapsulados por uma membrana resultante da dupla
membrana do cloroplasto, promovendo o transporte pelo citosol até o vacuolo, onde sao
invaginados pelo tonoplasto, agregados e armazenados no vacuolo. Na analise ultraestrutural
aqui realizada n3o foi possivel identificar a origem das estruturas vesiculares que se
proliferam no inicio do acimulo dos taninos nas células.

Nas fases iniciais de desenvolvimento, além dos idioblastos que acumulam taninos, ha
cristais ¢ também a diferenciacdo de esclereides. Os cristais podem estar associados a
regulacdo do cdlcio dos tecidos, aumento da rigidez de tecidos da planta, prote¢do contra
herbivoria e desintoxicagdo de metais (FRANCESCHI; NAKATA, 2005; NAKATA, 2003).
Nas fases finais do desenvolvimento e matura¢do dos frutos, as drusas ja ndo eram mais
observadas, provavelmente tenha havido a realocagdo de calcio para as células das camadas
mais externas as quais sao mais resistentes no pericarpo dos frutos de caquizeiro.

Os padrdes de acimulo de taninos em ,.Fuyu’ (PCNA), ndo adstringente, e em ‘Giombo'
(PVA) adstringente, sdo similares, porém o que as diferencia sdo o numero de células
taniferas e de teores de taninos soluveis ao longo do desenvolvimento. ,,Giombo’ apresentou
valores de densidade de células taniferas e indice superiores ao de ,Fuyu’ em quase todos os
periodos avaliados, com excecdo do més de outubro, que ambas cultivares apresentaram
elevada densidade de células taniferas (outubro). Apos este periodo houve uma estabilizagao
da densidade, o que indica que a diferenciacdo das células taniferas cessa em estdgios iniciais
(fase e).

De acordo com Yonemori e Matsushima (1985), o niimero de células taniferas por
unidade de area ¢ pouco varidvel nos quatro grupos de caqui, as células taniferas em frutos

PCNA param o crescimento precocemente e apresentam menor tamanho no final do
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desenvolvimento, enquanto que caquis de polinizagio PVNA, PVA e PCA continuam seu
crescimento. Resposta similar foi verificada por Yonemori et al. (1987a) ao comparar a area
de células taniferas de ,Fuyu’ (PCNA), que apresentou valores menores € mais estaveis que
,Hiratanenashi’ (PVA).

Quanto a adstringéncia, ,,Fuyu’ apresentou reducdo dos taninos soluveis e totais desde
outubro, coincidindo com a paralizacdo da diferenciagcdo das células taniferas. De acordo com
Matsuo e Itoo (1982), a perda natural da adstringéncia em cultivares PCNA parece responder
a um mecanismo mais complexo, pois na maioria das cultivares deste grupo ocorre producao
baixa ou nula de acetaldeido, devendo-se ao menor nimero e paralizagdo do crescimento das
células taniferas. Na maturacio, ,,Fuyu’ apresentou quantidades de 0,141 g 100g™" de taninos
soltveis, sem percepcdo da adstringéncia. No entanto, ,,Giombo’ manteve teores elevados de
taninos soluveis até a maturagao comercial, confirmando a necessidade de tratamento para a

remoc¢ao da adstringéncia.

2.4 Conclusoes

A diferenca na adstringéncia dos frutos nas duas cultivares analisadas esta relacionada a
densidade de células taniferas e aos teores de taninos totais e soluveis, pois ndo houve
diferengas quanto ao inicio do acumulo de taninos e aos padrdes de acumulo durante a

diferenciagao celular.
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3 O PROCESSO DE MATURACAO DE FRUTOS DE CAQUIZEIROS
ADSTRIGENTES E NAO ADSTRINGENTES E SUA RELACAO COM AS
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ESTRUTURAIS

Resumo

O objetivo deste estudo foi analisar frutos de caquizeiros adstringentes (PVA): ,,Rojo
Brillante’ e ,Giombo’ e ndo adstringentes (PCNA): ‘Fuyu' e ‘Hana Fuyu', na busca do
entendimento das relagdes entre as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais e o processo de
maturacdo dos frutos adstringentes e ndo adstringentes. Os frutos foram colhidos em sete
estadios de maturacdo e submetidos a andlises fisico-quimicas de didmetro, peso fresco,
coloracdo da casca, firmeza de polpa, solidos soliveis, taninos soliveis e capacidade
antioxidante. As andlises anatdmicas foram realizadas ao microscopio de luz (ML) e ao
microscopio eletronico de varredura a baixas temperaturas (Cryo-SEM). Nao houve relacao
entre a reducdo da firmeza e a perda natural da adstringéncia nas cultivares PCNA. Nas
cultivares PVA ocorreu redugdo da firmeza ¢ dos taninos soluveis durante o avango da
maturacdo em ,Rojo Brillante’, enquanto em ,,Giombo’, o teor de taninos soliveis
permaneceu elevado mesmo com firmeza de polpa proxima a zero. Os sélidos soluveis, os
taninos soluveis e a capacidade antioxidante apresentaram resultados diferenciados para cada
grupo. A redugdo da capacidade antioxidante verificada nas cultivares PCNA pode estar
relacionada a oxidag@o dos taninos durante a perda natural da adstringéncia. Nas células
taniferas, o contetido do vactiolo se apresentava homogéneo ou com o aspecto alveolar. Este
padrao parece estar associado a polimerizacao dos taninos, pois foi mais evidente quando as
cultivares comegaram a apresentar reducdo na porcentagem de taninos soluveis.

Palavras-chave: Adstringéncia; Caquis; Célula tanifera; Cryo-SEM; Maturagao

Abstract

The aim of this study was to analyze the fruits of astringent persimmon (PVA): ,,Rojo
Brillante’ and ,,Giombo’ and non-astringent (PCNA): ‘Fuyu' e ‘Hana Fuyu', seeking to
understand the relations between the physicochemical and structural characteristics and
maturation process of astringent and non-astringent fruits. The fruits were harvested in seven
maturity stages and submitted to physicochemical analysis in diameter, fresh weight, skin
color, pulp firmness, soluble solids, soluble tannins and antioxidant capacity. The anatomical
analyzes were performed by Light Microscopy (LM) and Cryo Scanning Electron Microscopy
(Cryo-SEM). There was no relation between reduced firmness and natural astringency loss in
PCNA cultivars. In PVA cultivars occurred reduced firmness and soluble tannins during
advance of ripening of ,Rojo Brillante’, while in ,,Giombo’, the soluble tannins remained high
even with firmness of flesh next to zero. Soluble solids, soluble tannins and antioxidant
capacity showed different results for each group. The reduction in antioxidant capacity found
in PCNA cultivars may be related to oxidation of tannins during natural loss of astringency. In
tannin cells the vacuole content is presented with the alveolus or homogeneous appearance.
This pattern appears to be associated with the tannins polymerization, since it was more
evident when the cultivars started showing reduction in soluble tannins percentage.
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3.1 Introducao

As cultivares de caquizeiros (Diospyros kaki L.) s@o classificadas em quatro grupos, de
acordo com a adstringéncia e com as mudangas de cor da polpa devido a presenca de
sementes (YONEMORI et al., 2003; SUGIURA, 1983; KITAGAWA; GLUCINA, 1984). Os
grupos sao de polinizagao constante (PC), em que a cor da polpa dos frutos ndo muda quando
polinizados; e polinizagdo variavel (PV), os frutos apresentam polpa clara, quando nao
polinizados (sem sementes), e escura (vermelho-acastanhada), quando polinizados (com
sementes). Os dois grupos sdo subdivididos em Adstringentes (A), os frutos s6 perdem a
adstringéncia quando muito maduros e moles ou comercialmente necessitam de tratamentos
para remocao da adstringéncia e Nao adstringentes (NA), quando os frutos perdem sua
adstringéncia durante a maturag@o e se tornam aptos para consumo (SUGIURA, 1983).

Embora alguns autores mencionem que a principal causa da perda natural da
adstringéncia em frutos PCNA seja a interrupgdo precoce do desenvolvimento das células
taniferas no pericarpo ¢ a condensagdo dos taninos durante a maturagdo (YONEMORI;
MATSUSHIMA, 1985, 1987), o mecanismo de perda da adstringéncia neste grupo ainda nao
foi esclarecido completamente (BESADA et al., 2012b). Ja nos frutos PVA com auséncia
total de sementes persistem altos indices de taninos soliveis nos estadios finais da maturagao.

Os taninos soluveis (hidrolisaveis), responsaveis pela adstringéncia, incluem os
galotaninos e os elagitaninos, enquanto os taninos insoliveis (condensados) sao formados
pela polimerizacao de unidades de catequina e epicatequina (HANDIQUE; BARUAH, 2002).
Os taninos soluveis possuem elevada capacidade antioxidante (BERNARDES et al., 2011;
PAIVA et al., 2002), e estudos com caquis revelam que esta ¢ diferenciada entre cultivares
adstringentes e nao adstringentes (JANG et al., 2011) e apos a destanizagdo ocorre a reducao
dréstica da capacidade antioxidante devido a polimerizagao dos taninos soluveis (BESADA et
al., 2012a).

Além da variacdo nos teores de taninos soluveis e insoluveis e da capacidade
antioxidante, durante o amadurecimento dos frutos, ha modificacdes de coloracdo devido a
degradacao da clorofila e ao aumento do conteudo de pigmentos carotenoides, aumento dos
solidos soluveis (KRAMMES et al., 2007, CHITARRA; CHITARRA, 2005), bem como a
reducdo da firmeza devido a desestruturagdo da parede celular (SALVADOR et al., 2007).
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Neste contexto, o objetivo foi analisar frutos de caquizeiros PVA, ,,Rojo Brillante’ e
,»Glombo’, e PCNA, ‘Fuyu' e ‘Hana Fuyu', na busca do entendimento das relagdes entre as
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais e o processo de maturagao dos frutos adstringentes

e nao adstringentes.

Desenvolvimento

3.2 Material e métodos

Material vegetal

Frutos de caquizeiros (Diospyros kaki L.) adstringentes (PVA): ‘Rojo Brillante' (RB) e
‘Giombo' (Gi) e ndo adstringentes (PCNA): ‘Fuyu' (Fu) e ‘Hana Fuyu' (HF) (Figura 1) foram
colhidos em sete estadios durante a maturagdo em Valencia, Espanha, de setembro de 2012 a
janeiro de 2013. Os frutos foram coletados em intervalos médios de 15 dias. Foi utilizado
como parametro de maturacao a evolu¢ao da cor da casca (indice de cor na primeira coleta em
torno de -10: verde) e firmeza do mesocarpo, até estadios em que os frutos atingiram firmeza
reduzida. Apos as coletas os frutos foram levados para o laboratorio de pds-colheita do
Instituto Valenciano de Investigacdes Agrarias (IVIA) para as avaliagdes. As andlises
estruturais foram realizadas no laboratdrio de Microestrutura da Universidade Politécnica de

Valencia.

Figura 1 - Frutos de caquizeiros. A-E. ‘Rojo Brillante', B-F. ‘Giombo', C-G.‘Fuyu’ e D-H. ‘Hana Fuyu'
coletados em outubro de 2012, correspondendo ao estadio trés de maturagdo (E3)

O delineamento para as coletas foi inteiramente casualizado com trés frutos para as
analises fisiologicas e dois para as andlises estruturais. Os frutos foram divididos

longitudinalmente em trés amostras, sendo uma delas utilizada para determinar sélidos
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soliveis e as outras duas congeladas para posterior quantificagdo de taninos soluveis e

capacidade antioxidante.

Medidas de tamanho
O peso dos frutos foi determinado em balanga analitica e o diametro dos frutos medidos

com auxilio de paquimetro Digimatic Absolute (Mitutoyo 500-171-20).

Indice de cor

A cor da casca foi avaliada usando um colorimetro Minolta (Modelo CR-300, de
Ramsey, Nova lorque, EUA), na zona equatorial, em lados opostos do fruto. Os parametros de
Hunter L *, a * ¢ b* foram medidos e os resultados expressos como indice de cor (IC= 1000

a/L.b), como descrito por Jiménez-Cuesta et al. (1981).

Firmeza de polpa
Determinada através de texturometro (Instron Corp., mod. 4301, Canton, Mass., U.S.A.)
com ponteira de 8mm. Foram realizadas duas leituras por fruto apos a retirada da casca e os

valores médios expressos em Newtons (N).

Solidos soluveis
Amostra do fruto foi macerada em graal e filtrada para a medi¢do de sélidos soluveis.
Foi utilizado um refratdmetro (Atagomod. PR1) com duas medi¢des por suco. Os resultados

foram expressos em °Brix.

Taninos solaveis

Determinado pelo o método de Folin-Denis (TAIRA, 1995) como descrito por Arnal e
Del Rio (2004), onde 5g de polpa foi homogeneizada com metanol 80% para a preparacao do
extrato (100 mL). Em tubos de ensaio adicionou-se 1 mL de amostra diluida, 7,5 mL de dgua
destilada, 0,5 mL de reagente de Folin Ciocalteau 50%, 1 mL de Na,CO; supersaturado e
homogeneizado em agitador. Depois de 1 hora, no escuro, a absorbancia foi lida em leitor de
microplacas, (Labsystem Multiscan MS, Tiilitie, Vantaa, Finlandia) a 725nm, com seis

replicatas e os resultados expressos em porcentagem de peso fresco (% pf).
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Capacidade antioxidante

Determinada pelo método de Brand-Williams et al. (1995). Este método baseia-se na
captura do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) por antioxidantes, o que produz uma
diminui¢do na absor¢do a 515 nm. Quando uma solu¢do de DPPH ¢ misturada com uma
substancia que pode doar um atomo de hidrogénio, a forma reduzida do radical gerado ¢
acompanhada de perda de cor (ALI et al., 2009). Para obten¢ao do extrato foi utilizado 2 g de
polpa e metanol 100 % para volume de 50 mL. As amostras foram preparadas em microplacas
usando 300 pl de metanol 100 % para o branco, 300 pul de DPPH (25ppm) para o controle e 30
ul DPPH (25 ppm) + 270ul extrato para as amostras, com seis repeticdes para cada amostra.
Uma primeira leitura foi realizada a 515 nm em Espectro Multiskan (Thermo Fisher Scientific
N © 51.118.650). Depois as amostras foram incubadas a 25°C durante 30 minutos, e uma
segunda leitura realizada. O célculo da atividade antioxidante foi realizado através da
formula: % Inibicdo = (Apppy — Agxir)/Apppn)* 100, onde Apppy € a absorbancia da solucao de

DPPH e Agy; € a absorbancia da amostra em solugao.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias das amostras
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade através do programa estatistico
SASM-Agri (CANTERI et al., 2001). Tabela de comparacdo de médias apresentada em

anexos (Tabela 2).

Andlise estrutural ao Cryo-SEM

Para a andlise ao microscopio eletronico de varredura a baixas temperaturas (Cryo-
SEM), os cubos foram cortados na zona equatorial (3mm?®), perpendicular ao eixo principal do
pericarpo dos frutos, com uma lamina de ago inoxidavel. Esses cubos foram entdo imersos em
nitrogénio (-210°C) e, em seguida, transferidos para o cryo-trans (CT 15000C da Oxford
Instruments, Oxford, Inglaterra), ligado a um microscopio eletronico de varredura JEOLISM
5410 (JEOL, Toquio, Japdo), que opera a uma temperatura inferior a -130°C. As amostras
foram fraturadas a -180°C e sublimadas a -90°C. As observagdes ao microscopio foram

realizados a 15 kV e a uma distancia de trabalho de 15 mm.

Andlise ao microscépio de luz
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Para analise ao microscopio de luz, foram realizadas seccdes de tecido fresco da por¢ao
equatorial dos frutos com auxilio de lamina inoxidavel. As secgdes foram colocadas sobre
laminas histologicas, coradas com vanilina em acido cloridrico a 10%, como um indicativo da
solubilidade dos taninos, e cobertas com laminula. Para o controle utilizou-se sec¢des sem
coloragdo. As imagens foram capturadas ao microscopio de luz Nikon Eclipse E800 V-

PS100E (Nikon, Tokyo, Japao).

3.3 Resultados e discussao

Neste estudo, os frutos ‘Hana Fuyu' e ‘Rojo Brillante' apresentaram maior diametro
transversal (Figura 2A), maior peso fresco (Figura 2C) e didmetro longitudinal (Figura 2B),
indicando o tamanho superior ao das outras cultivares. Também se verificou, principalmente
para estas duas cultivares, uma diminui¢do destes pardmetros a partir do estadio E5, ocorrido
em funcdo da perda de agua devido ao avangado estdgio de maturacdo (Figura 2C),
evidenciado pelo aspecto desidratado dos frutos. Os frutos ‘Giombo', seguido de ‘Fuyu',
apresentaram baixo incremento de peso e tamanho ao longo de todo periodo, resultando em
frutos menores. De acordo com Kays (1991), o peso de um fruto esta relacionado linearmente
com o seu grau de desenvolvimento e/ou amadurecimento, exceto quando se encontra em
estddio avancado de maturagdo, quando apresenta tendéncia a perder massa fresca em
decorréncia do maior teor de umidade e de maior permeabilidade da casca. As diferencas de
tamanho e peso aqui observadas refletiram as caracteristicas varietais, sendo o tamanho e a
forma atributos determinantes na classificacdo de categorias para comercializacdo e
importantes na escolha do produto pelo consumidor (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Em conjunto com o aumento do tamanho dos frutos, ocorreu a evolu¢dao da coloragao.
No primeiro estadio (E1), todas as cultivares apresentaram coloragao verde, com valores entre
-9,44 a -7,71 para indice de cor (Figura 2D). A partir do segundo estadio (E2), os frutos das
cultivares iniciaram a mudang¢a de coloracdo. ‘Hana Fuyu' obteve o maior incremento no
indice de cor em todos os estadios e ao final da maturagcdo obteve indice de cor de 52,28,
enquanto que as demais cultivares obtiveram valores em torno de 43,00.

Os frutos ‘Giombo' apresentaram o menor incremento de cor ao longo do tempo, com
valor significativamente maior nos ultimos dois estadios, o que era esperado para uma cultivar
de colheita tardia. Segundo Salvador et al. (2006) o ponto de colheita de caquis ¢ determinado
pela coloragdo externa dos frutos a qual reflete as mudangas fisico-quimicas que ocorrem

durante a maturagdo. Além disso, diferengas na coloracdo entre as cultivares refletiram a
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associagdo entre o ganho de cor durante a maturagdo e as caracteristicas genéticas da cultivar

conforme descrito (BORRAS, 2012).
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Figura 2 - Didmetro transversal (A), longitudinal (B), peso fresco (C) e indice de cor (D) de frutos de caquizeiros
‘Rojo Brillante' (RB), ‘Giombo' (Gi), ‘Fuyu' (Fu) e ‘Hana Fuyu' (HF) em sete estadios de maturagéo.
As barras verticais representam o erro padrdo da média (n=3)

Em relagdo a firmeza, no primeiro estddio (E1), as duas cultivares ndo adstringentes,
‘Fuyu' e ‘Hana ‘Fuyu', apresentaram valores mais elevados (90,45 e 91,32 N), oscilando
durante o avanco da maturacdo (Figura 3A). A diminui¢do da firmeza em ‘Hana Fuyu'
ocorreu de forma mais drastica a partir do E4 e atingiu valores abaixo do minimo exigido
comercialmente em E5 (menor que 10 N), pois o estddio de maturacdo estava mais avangado
que nas demais cultivares. ‘Rojo Brillante' obteve valores intermediérios e, no E6, ainda
apresentou firmeza proxima a 20 N. Comparando todas as cultivares, ‘Giombo' e ‘Fuyu'
mantiveram valores de firmeza mais elevados at¢ E6 com decréscimo ap0s este periodo, o que
poderia ser explicado pelo fato de serem cultivares com maturagio mais tardia (BORRAS,
2012). A manutengdo da firmeza de polpa ¢ dos mais importantes atributos, principalmente
para frutos que sao armazenados e destinados para o mercado externo.

Nos frutos adstringentes ‘Rojo Brillante' e ‘Giombo' os valores se mantiveram

estaveis, enquanto os frutos ndo adstringentes, inicialmente os valores foram mais baixos,
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com 13,1°Brix em ‘Fuyu' e 14,7°Brix em ‘Hana Fuyu' e ao final da matura¢do atingiram
valores de 20,8°Brix e 17,6°Brix, respectivamente (Figura 3B). O fato das cultivares
adstringentes apresentarem valores mais elevados de agucares que as cultivares nao
adstringentes pode estar relacionada a quantificagdo de taninos soluveis juntamente com os
acucares (CHITARRA; ALVES, 2001). De acordo com os autores, apesar de os agucares
serem 0s mais representativos, a exatiddo da medida também ¢ afetada pela presenca de outras
substancias que se encontram dissolvidas no conteudo celular como, vitaminas, compostos

fenolicos, pectinas, acidos organicos, entre outras.
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Figura 3 - Firmeza de polpa (A) e sdlidos solaveis (°Brix) (B) para frutos de caquizeiros ‘Rojo Brillante'
(RB),‘Giombo' (Gi), ‘Fuyu' (Fu) e ‘Hana Fuyu' (HF) em sete estadios de maturacdo. As barras
verticais representam o erro padrao da média (n=3)

Os taninos soluveis resultaram em valores bastante superiores nas cultivares do grupo
PVA, caracterizando frutos adstringentes (Figura 4A). ‘Rojo Brillante' apresentou em El
2,09% e em E7 0,04%, enquanto que ‘Giombo' obteve 1,87% e 0,48% de taninos soluveis,
respectivamente. A persisténcia dos taninos soluveis em ,,Giombo’ comparado ao ‘Rojo
Brillante' se deve provavelmente a sua maturacdo tardia. Em ‘Giombo', mesmo com a

maturagdo avancada e firmeza de polpa proxima a zero, a porcentagem de taninos soliveis se

manteve elevada. Nas cultivares PVA também ocorreu a reducdo da adstringéncia
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naturalmente, mas para chegar a niveis aceitaveis para consumo, os frutos atingiram valores
de firmeza proximos a zero, o que inviabilizaria a sua comercializacdo. Por isso, sdo
necessarios tratamentos de remog¢ao da adstringéncia em frutos PVA que preservem a textura
dos mesmos.

As cultivares do grupo PCNA, ‘Fuyu' e ‘Hana Fuyu', obtiveram valores baixos de
taninos soluveis desde o primeiro estadio (0,29% e 0,27%) chegando a niveis muito baixos no
ultimo estadio (0,05% e 0,07%), confirmando a perda natural da adstringéncia durante a
maturacao (Figura 4A).

A perda da adstringéncia tanto natural est4 relacionada com a producdo de volateis pelas
sementes (etanol e acetaldeido) os quais se ligam aos taninos soluveis, polimerizando-os
(SUGIURA et al., 1979). O segundo mecanismo, constatado em frutos de cultivares do tipo
PCNA, corresponde a interrup¢do precoce do desenvolvimento das células taniferas no
pericarpo, ao menor tamanho dessas células (YONEMORI; MATSUSHIMA, 1985; 1987), ao
baixo peso molecular e a menor reatividade dos taninos (TAYLOR, 1993). O menor nimero
de células taniferas no grupo PCNA quando comparado ao grupo PVA foi confirmada nas
analises quantitativas por Tessmer et al. (2012) durante o desenvolvimento de caquis
,Glombo’ e ,Fuyu’.

A capacidade antioxidante obteve mesmo perfil para as cultivares de mesmo grupo. As
cultivares ‘Rojo Brillante' e ‘Giombo' (PVA) obtiveram valores iniciais elevados, 82,03% e
95,86% em EI1, praticamente se mantiveram constantes durante o avanco da maturagdo,
resultando no estadio E7 em 73,02% e 81,19%. As cultivares ‘Fuyu' e ‘Hana Fuyu' (PCNA)
obtiveram um decréscimo ao longo do periodo, 82,7% a 18,7% em E1 e 58,2% a 1,72% em
E7 (Figura 4B).

Os resultados de capacidade antioxidante em caquis dos dois grupos indicam que pode
haver relagdo com a perda natural da adstringéncia, visto que os valores decresceram ao longo
do tempo somente nas cultivares PCNA. Besada et al, (2012b) atribuem a redu¢do da
capacidade antioxidante em caqui ‘Rojo Brillante' a polimerizacao dos taninos soliveis apos
destanizagao.

Ainda nas cultivares PCNA foram observadas células taniferas de coloragdao escura
(marron-avermelhada) no mesocarpo, também relatadas por Novillo et al. (2014) associadas
ao estresse oxidativo dos taninos soliveis apds destanizagdo de caquis adstringentes. Os
autores sugerem que as células taniferas escuras em cultivares nido adstringentes também

podem ocorrer devido a oxidag¢do dos taninos soliveis durante a maturagao de frutos.
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Figura 4 - Porcentagem de taninos soliveis (A) e capacidade antioxidante (B) em frutos de caquizeiros ,Rojo
Brillante' (RB), ‘Giombo' (Gi), ‘Fuyu' (Fu) e ‘Hana Fuyu' (HF) emsete estadios de maturagdo. As
barras verticais representam o erro padrdo da média (n=3)

Na analise ao Cryo-SEM, nas quatro cultivares verificou-se células taniferas com
conteudo compacto e denso (Figura SA, C, G, J, K, L) e outras com contetido vacuolar de
aspecto alveolar (Figura 5B, D, E, F, I). Este ultimo padrao foi mais evidente nas cultivares
ndo adstringentes nos primeiros estadios analisados (E1 a E3), sendo que nas cultivares
adstringentes, ocorreu somente a partir de E3 durante o avango da maturacao.

Mesmo em estaddios avangados de maturacdo, como o E6 e E7, em que os frutos ja se
encontravam com a firmeza reduzida e fora do padrdao de colheita comercial, os diferentes
aspectos dos taninos ainda eram verificados. Nestes estddios avangados de maturacdo era
evidente a desestruturacdo celular com rompimento da parede das células do parénquima,
separa¢do entre o tonoplasto e a membrana celular em células taniferas (Figura 5J), presenca
de espagos intercelulares ampliados (Figura 5K, L) e preenchimento destes espagos com

materiais resultantes da degradagdo celular (Figura 5H, K). Também foram encontradas

células taniferas com mais de um vactolo na célula (Figura SF).
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Figura 5 - Estrutura do mesocarpo de frutos de caquizeiros ‘Rojo Brillante' (RB), ,Giombo' (Gi), ‘Fuyu' (Fu) e
‘Hana Fuyu' (HF). A. Célula tanifera com conteudo denso e compacto em RB-E1. B. Célula tanifera
com contetdo de aspecto alveolar (seta) em Fu-E1. C. Célula tanifera com contetido denso e compacto
e parede celular espessa (seta) em HF-E1. D. Vacuolo com conteudo de aspecto alveolar mais evidente
ao redor de areas arredondadas ndo preenchidas (setas) em RB-E3. E. Visdo lateral do vactolo com
contetdo tanifero e espagos com conteido de aspecto alveolar (seta menor) em Gi-E3. Notar a
presenca de poros no tonoplasto (seta maior). F. Célula tanifera com dois vactiolos em Fu-E3. G.
Célula tanifera com contetido denso em RB-E6. H. Alteracdo do contetido tanifero na periferia do
vacuolo (seta) e acamulo de substancias no espago intercelular (*). I. Célula tanifera com conteudo de
aspecto alveolar (seta) em HF-E6. J. Célula tanifera com conteudo denso e separagdo entre o
tonoplasto e a membrana plasmatica (seta menor) e rompimento das células do parénquima (setas
maiores) em RB-E7. K. Célula tanifera com contetido denso ¢ homogéneo e conteido no espago
intercelular (setas) Gi-E7. L. Célula tanifera com contetido denso e compacto em Fu-E7. Observar os
espacos intercelulares (setas). CT= Célula Tanifera, E=Estadios de maturagdo, Pr= Parénquima, Vc=
Vactolo
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Nas cultivares ndo adstringentes, as células de coloragdo marrom avermelhada
verificadas ao ML, sdo verificadas ao cryo-SEM, com parede espessa e conteudo altamente
denso e compacto (Figura 5C), geralmente sem espaco entre o tonoplasto ¢ a membrana
plasmatica (Figura 5L). Cé¢lulas taniferas com este padrdo ndo foram encontradas nas
cultivares adstringentes. O conteudo com aspecto de “rede” visualizado nas células
parenquimaticas (Figura 5A, J) resultou, provavelmente, do congelamento como também
observado em caquis ¢ em morangos analisados ao cryo-SEM por Salvador et al. (2007) e
Moreno et al. (2000), respectivamente.

Na sexta coleta (E6), as células taniferas das cultivares adstringentes ainda
apresentavam extravasamento de conteudo (Figura 61, J), principalmente em ,,Giombo'
(Figura 6J). No entanto, nas cultivares ndo adstringentes o conteudo se apresentou delimitado
as células taniferas praticamente desde o primeiro estadio (Figuras 6C, D, G, H, K, L, O, P), o
que indicou ter havido a rapida polimerizag¢ao dos taninos soluveis, também confirmada pelos
baixos teores de taninos soluveis durante todo o periodo de maturacdo (Figura 4A).

No ultimo estadio de maturacdo (E7), as células parenquimaticas estavam totalmente
alteradas (lise e colapso), porém as células taniferas estavam integras e dispersas no
mesocarpo aquoso (Figura 6M-P). Este fato sugere que a parede das células taniferas difere
das células do parénquima. Embora nas cultivares adstringentes o conteudo tanifero estivesse
restrito as células taniferas (Figura 6M, N), o teor de taninos soluveis ainda conferia
adstringéncia aos frutos com valores de 0,44% para ‘Rojo Brillante' e 1,28% para ‘Giombo'.
E interessante observar que as células taniferas nestas cultivares sdo maiores (Figura 6M, N)
que aquelas das cultivares ndo adstringentes (Figura 60, P) confirmando as observagdes de

Taylor (1993).
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Figura 6 - Reagdo positiva dos taninos com vanilina cloridrica. Colunas verticais: Cultivares ‘Rojo Brillante'
(RB), ‘Giombo' (Gi), ‘Fuyu' (Fu) e ‘Hana Fuyu' (HF). Colunas horizontais: Estadios de maturacdo
(E). A, B, E, F. Células taniferas com contetido extravasado e vacuolos vazios (setas). C, D, H.
Células taniferas com conteudo. Observar o menor extravasamento. G, K. Células taniferas com
conteudo delimitado. I. Acumulo de tanino préximo as células taniferas (seta). J. Células taniferas
com conteudo parcialmente extravasado (seta). L-P: Células taniferas integras e dispersas no
parénquima profundamente alterado. Observar o maior tamanho das células taniferas nas cultivares
adstringentes. CT= C¢lula Tanifera

3.4 Conclusoes

Nao houve relagdo entre a redugdo da firmeza e a perda natural da adstringéncia nas
cultivares PCNA. Nas cultivares PVA ocorreu reducdo da firmeza e dos taninos solaveis
durante o avango da maturagao em ,,Rojo Brillante’, enquanto em ,Giombo’, o teor de taninos
soluveis permaneceu elevado mesmo com firmeza de polpa proxima a zero. Por outro lado, a
capacidade antioxidante e o teor de so6lidos soluveis em caquis dos dois grupos indicam que
pode haver relacdo com a perda natural da adstringéncia, visto que os valores decresceram ao
longo do tempo somente nas cultivares ndo adstringentes durante a maturacdo. Do ponto de

vista estrutural, os taninos delimitados as células taniferas no teste com vanilina cloridrica, € o
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contetido do vactiolo com aspecto alveolar observado ao Cryo-SEM podem estar relacionados

a polimerizagdo dos taninos durante o amadurecimento dos frutos.
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4 DESTANIZACAO DE FRUTOS DE CAQUIZEIROS ,GIOMBO’ EM DIFERENTES
TEMPOS DE EXPOSICAO AO ETANOL

Resumo

O caquizeiro ‘Giombo' (PVA) ¢ uma das cultivares mais produzidas no Brasil;
apresenta colheita tardia e necessita de tratamentos para remog¢ao da adstringéncia. O objetivo
do estudo foi determinar o tempo mais eficiente de exposi¢do com etanol para remog¢ao da
adstringéncia em caquis ‘Giombo’, no fim e inicio da safra, através de andlises fisioldgicas
(teores de taninos soluveis e totais, indice de adstringéncia, produgdo de etanol e acetaldeido)
estruturais. Foram realizados dois experimentos com cinco tratamentos com a dosagem de
etanol 1,70 mL Kg™' nos seguintes tempos de exposi¢do: 12 (T1), 24 (T2), 36 (T3), 48 (T4)
horas e controle sem etanol (T5). Em julho de 2011 (fim de safra), a avaliagdo foi feita apos 5
dias de armazenamento a 22 + 1°C e, em abril de 2012 (inicio de safra), ap6s 3 dias a 22 +
1°C. Em frutos de fim de safra, o tratamento mais eficiente foi de 24 horas, o que resultou em
teores mais baixos e aceitaveis de taninos soluveis e indice de adstringéncia, e maior producao
de etanol e acetaldeido. Em frutos de inicio de safra, o tratamento mais eficiente foi 36 horas.
As andlises estruturais usando vanilina cloridrica também indicaram a polimerizagao dos
taninos nestes tratamentos, confirmadas pela auséncia de extravasamento de contetido tanifero
do vacuolo celular. Também houve acimulo de substancias pécticas no vactiolo das células e
nos espagos intercelulares do parénquima.

Palavras-chave: Acetaldeido; Adstringéncia; Célula tanifera; Diospyros kaki L.; Etanol

Abstract

‘Giombo’ (PVA) is one of the persimmon cultivars most produced in Brazil; it presents
late harvest and requires treatment for astringency removal. The aim of this study was to
determine the most efficient time of exposure to ethanol for astringency removal in ‘Giombo’
persimmon at early and late harvest period, through physiological (total and soluble tannins,
astringency index, ethanol and acetaldehyde production) and structural analyses. Two
experiments were conducted with five treatments each with an ethanol dose of 1.70 mL kg™
in the following exposure times: 12 (T1), 24 (T2), 36 (T3), 48 (T4) hours and control without
ethanol (T5). In July 2011 (late harvest), the evaluation was performed after 5 days of storage
at 22 + 1°C, and in April 2012 (early harvest), after 3 days at 22 + 1°C. In early harvested
fruits, the most effective treatment was 24 hours, which resulted in lower and acceptable
levels of soluble tannins and astringency index, and higher production of ethanol and
acetaldehyde. In the late harvested ones, the most effective treatment was 36 hours. Structural
analyzes using vanillin hydrochloric also indicated the polymerization of tannins in these
treatments, confirmed by the absence of extravasation tannin content of cell vacuole. There
was also pectin accumulation in the cells vacuole and in intercellular spaces of the
parenchyma.

Keywords: Acetaldehyde; Astringency; Diospyros kaki L.; Ethanol; Soluble tannins
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4.1 Introducao

O Brasil ocupa a posicdo de quarto produtor mundial de caquis com produgdo de
164.495 t na safra de 2010 em area plantada de 8.652 hectares (IBGE, 2010). Dentre as
cultivares mais produzidas esta ,,Giombo’, a qual pertence ao grupo de polinizagdo varidvel e
adstringente (PVA), sendo necessario realizar tratamento de remog¢do da adstringéncia nos
frutos antes de seu consumo.

A adstringéncia em caquis ¢ promovida por taninos localizados no vactolo de células
diferencidas presentes no pericarpo dos frutos. Os taninos sdo substincias fendlicas com
massa molecular entre 500 a 3000 Daltons, e que apresentam habilidade de formar complexos
insoliveis com proteinas da mucosa bucal causando a sensacdo de adstringéncia (MELLO;
SANTOS, 2004; ITTAH, 1993). Sao classificados em dois grupos, de acordo com sua
estrutura quimica: 1) Taninos Hidrolisaveis ou soluveis, formados principalmente a partir de
acido galico (galotaninos) e acido hexahidrodifénico (elagitaninos) esterificados a um poliol,
normalmente a D-glicose e 2) Taninos Condensados ou insoluveis, constituidos por unidades
flavanol: flava-3-ols (catequina) ou flavan 3,4-diols (leucoantocianinas) (HANDIQUE;
BARUAH, 2002).

A perda artificial da adstringéncia deve-se a coagulagdo, condensagdo ou polimerizagao
dos taninos presentes no fruto, tornando-os insoluveis e, portanto, incapazes de formarem
complexos (HASLAN, 1996). A polimeriza¢do se deve a reagdes das moléculas de taninos
com etanol e acetaldeido, que sdo produzidos por indu¢do da respiracdo anaerdbia, através da
aplicagdo de etanol ou altas concentracdes de CO,.

No Brasil, os produtores tem utilizado basicamente etanol para destanizagcdo de caqui,
devido ao seu custo reduzido e eficiéncia na remocao da adstringéncia (ANTONIOLLI et al.,
2000; TERRA et al., 2014), no entanto, podem gerar consequéncias indesejaveis como a
redu¢do da firmeza da polpa (EDAGTI et al., 2009) e alteracdo do sabor e do aroma dos frutos
(PESIS, 2005). Varios fatores podem influenciar o processo de destanizacdo como estadio de
maturagdo, periodo da safra, doses do agente destanizados, tempo de exposi¢ao e temperatura.
Poucos registros sao encontrados sobre a época de colheita sobre o teor de taninos soltveis e a
destanizacgdo dos frutos sao encontrados (VITTI, 2009).

Neste contexto, o objetivo do estudo foi determinar o tempo mais eficiente de exposicao
com etanol para remog¢do da adstringéncia de caquis ‘Giombo’ no inicio e final de safra,
através da caracterizagao fisiologica e anatomica.

Desenvolvimento
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4.2 Material e métodos

Coleta do material e tratamentos

Frutos da cultivar Giombo foram colhidos em pomar comercial localizado em Mogi das
Cruzes-SP (23°31°S46°11°0) a 742m de altitude em 2011 e 2012. Apds a colheita, os frutos
foram transportados para o Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Pos-Colheita,
ESALQ/USP, sendo submetidos a uma rigorosa sele¢ao, obtendo um lote homogéneo quanto
ao tamanho, coloragdo e presenga de danos mecanicos.

Foram realizados dois experimentos em ¢épocas diferentes de safra. O primeiro
experimento foi realizado em julho de 2011 (fim de safra), quando os frutos estavam com
maturacdo mais avancada, com a coloracdo predominantemente alaranjada do epicarpo. O
segundo experimento foi realizado em abril de 2012 (inicio de safra), com os frutos
apresentando cor predominantemente amarela (Figura 1- Anexo). Em ambos os experimentos
foi utilizada a dosagem de etanol de 1,70 mL Kg™' e os tempos de exposi¢io de 12 (T1), 24
(T2), 36 (T3) e 48 (T4) horas, além do controle sem etanol (T5). O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, com 5 tratamentos e 3 repeti¢des de 4 frutos.

Para a aplicagdo de etanol foram colocadas placas de Petri na parte inferior de caixas
herméticas de 0,50 x 0,80 x 0,47m, de forma a evitar o contato direto com os frutos. Em
seguida, as caixas foram fechadas hermeticamente para promover a mistura gasosa e mantidos
a 22 + 1°C durante os tratamentos.

Os frutos, apos receberem os tratamentos, foram mantidos juntamente com o controle
a 22 + 1°C por cinco dias (fim de safra) e trés dias (inicio de safra). A escolha da dosagem de
etanol 1,70 mL Kg' foi baseada em outros estudos pelo favorecimento da manutengdo da
qualidade dos frutos, principalmente a firmeza de polpa (MONTEIRO, 2011; EDAGI et al.,
2009; TERRA et al., 2014).

Os frutos foram avaliados imediatamente apds a colheita (caracterizagdo) e ao final dos
dois experimentos quanto as analises estruturais e de indice de adstringéncia. Por¢des foram

congeladas para a quantificacdo de taninos soltveis e totais e de etanol e acetaldeido.

Microscopia de luz (ML)
No experimento de fim de safra (2011), foram retiradas porcdes transversais da regido
equatorial dos frutos, fixados em solu¢do de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), submetido a

bomba de vacuo para a retirada do ar, desidratado em série etilica até 100% e infiltradas em
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resina para a confeccao dos blocos. Os blocos foram seccionados em micrétomo rotativo a 5-6
um de espessura. As sec¢des foram coradas com azul de toluidina (SAKAIL 1973) para as
analises histologicas usuais € montadas em laminas com resina sintética “Entellan”. A técnica
utilizada permitiu verificar alteracdes estruturais, porém nao foi possivel diferenciar as células
contendo taninos soluveis e insoluveis. Portanto, no experimento inicio de safra (2012), foram
realizadas secgdes de tecido fresco da porcdo equatorial dos frutos com auxilio de lamina
inoxidavel. As seccdes foram colocadas sobre laminas histologicas, coradas com vanilina
cloridrica 10% para reagdo com taninos e cobertas com laminula. As imagens foram
capturadas em microscopio trinocular Leica DM LB acoplado na camara de video Leica DC

300 F e processadas em computador para confec¢ao das ilustragdes.

indice de adstringéncia

Determinado através do método proposto por Campo-Dall’orto et al. (1996), no qual se
avalia a impressdo de uma das faces dos frutos cortados na regido equatorial em papel filtro,
previamente preparado com solucdo de cloreto férrico (FeCls) a 5%. O tanino, na forma
soluvel, reage com o cloreto férrico, tornando-se escurecido. As impressdes foram avaliadas
através da escala de notas: 1=ndo taninoso; 2=ligeiramente taninoso; 3=mediamente taninoso;

4=taninoso; 5=muito taninoso.

Teor de taninos soluveis e totais

Os teores de taninos soluveis e totais foram determinados espectrofotometricamente
utilizando-se o reagente de Follin-Ciocalteau (50%), segundo técnica recomendada por Taira
et al. (1996), na qual utilizou-se 1g de polpa triturada para volume final de 100 mL de extrato,
do qual retirou-se uma aliquota de 1 mL. A esta aliquota adicionou-se reagente de Follin-
Ciocalteau (50%) e 1,0 mL de solugdo de carbonato de sodio supersaturado e 7,5 mL de agua
destilada. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro marca Biochrom, modelo Libra S22
com absorbancia a 725 nm. Os resultados foram expressos em gramas por 100g de polpa (g

100g™).

Producéo de acetaldeido e etanol

Para medir teores de acetaldeido e etanol foi utilizada a metodologia de Davis e Chace
(1969), onde 1 g de polpa triturada foi lacrada em frasco de vidro de 40 mL e mantida em
freezer a -26°C, até o momento da andlise. Os frascos permaneceram em banho-maria por 30

minutos a 50°C e, apos este periodo, foi coletado amostra de ar de 1 mL do frasco e injetado
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no cromatdgrafo a gas marca Thermofinigan, modelo Thermoquest GC Trace 2000 com
detector de ionizagdo de chama (FID) com coluna Porapak N. Os resultados foram expressos

em pg de acetaldeido e etanol por grama de material vegetal (ug g).

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do programa SASM-Agri (CANTERI et
al., 2001).

4.3 Resultados

Nos frutos do final da safra de 2011, ap6s os tratamentos de destanizacdo, o indice de
adstringéncia apresentou nota 1,4, para 24 horas de tratamento (Figura 1A). Houve redugdo
dos taninos soluveis em todos os tratamentos realizados, com valores significativamente
menores (0,045 g 100g™) para exposi¢do durante 24 horas (Figura 1B), corroborando com o
indice de adstringéncia. Houve diminui¢do dos taninos totais em comparagdo com o0s teores
encontrados antes dos tratamentos, com valores mais reduzidos para 24 horas de exposi¢ao
também (Figura 1B). A producdo de etanol e acetaldeido apresentaram aumento em todos os

tempos de exposi¢do com etanol, mas superiores estatisticamente em 24 horas (Figura 1C-D).
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Figura 1 - Indice de adstringéncia (A), taninos solaveis totais (B), teor de etanol (C) e acetaldeido (D) em caquis
,Giombo’ colhidos em fim de safra (julho de 2011) em fungdo de diferentes tempos de destanizagdo
(12 a 48 horas). Os frutos foram avaliados apo6s 5 dias a 22 + 1°C Notas do indice de adstringéncia:
I=ndo taninoso; 2=ligeiramente taninoso; 3=mediamente taninoso; 4=taninoso; 5=muito taninoso.
Letras minusculas iguais indicam que ndo ha diferenca significativa pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrio da média (n=3). * Dados
transformados em raiz quadrada, k=0. ** Dados transformados em Log x na base 1

Nos frutos do inicio da safra de abril de 2012, o indice de adstringéncia apresentou
valores mais reduzidos para 36 horas de exposi¢ao com etanol, com nota 1,4 (Figura 2A). Os
teores de taninos soluveis e totais apresentaram inicialmente 0,621 g 100g™ ¢ 0,674 g 100g™
de polpa, respectivamente. Nao houve diferenga estatistica entre 36 ¢ 48 horas de exposi¢do
ao etanol, no entanto em 36 horas o valor de taninos soluveis foi significamente menor (0,169
g 100g™) (Figura 2B).

Os teores de taninos totais também foram reduzidos quando comparados ao tempo zero
e ao controle, mas com valores mais reduzidos em 36 horas (Figura 2B). Os teores de etanol e
acetaldeido foram mais elevados em 36 horas de tratamento atingindo valor de 0,1179 pug g™

O acetaldeido também obteve valores maiores em 36 horas de tratamento (0,006574 pg g ™)

(Figura 2C-D).
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Figura 2 — Indice de adstringéncia (A), taninos soltveis totais (B), teor de etanol (C) e acetaldeido (D) em caquis
,Giombo’ colhidos em inicio de safra (abril de 2012) em fung¢do de diferentes tempos de destanizagao
(12 a 48 horas). Os frutos foram avaliados ap6s 3 dias a 22 + 1°C. Notas do indice de adstringéncia:
1=ndo taninoso; 2=ligeiramente taninoso; 3=mediamente taninoso; 4=taninoso; 5=muito taninoso.
Letras minusculas iguais indicam que ndo ha diferenga significativa pelo teste de Tukey, ao nivel de
1% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo da média (n=3). * Dados
transformados em raiz quadrada, k = 0. ** Dados transformados em Log x na base 10
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Na analise ao microscopio de luz, nas amostras dos frutos da safra 2011 preparado em
resina, ndao foi possivel diferenciar taninos soliveis e insoliveis (Figura 3A-C).
Imediatamente apds a colheita verifica-se células taniferas e parenquimaticas integras € com

acumulo de contetdo tanifero em alguns espacos intercelulares (Figura 3A).

Figura 3 — Secg¢des transversais do pericarpo de caquis ‘Giombo' no fim da safra (A-B) e inicio da safra (D-F).
A. Frutos recém-colhidos ndo destanizados. B. Frutos submetidos por 24 horas de exposi¢do ao
etanol. Observar substancias pécticas no interior das células do parénquima (setas pontilhadas) e
acumulo de contetido nos espacgos intercelulares (setas linha). C. Taninos soltiveis, corados pela
vanilina cloridrica, dispersos no parénquima de frutos recém-colhidos. D. Taninos insolubilizados,
corados pela vanilina cloridrica, restritos ao vactiolo celular em frutos submetidos por 36 horas de
exposicao ao etanol. E-F. Estagios intermediarios de insolubilidade dos taninos. CT=Célula Tanifera,
Pa=Parénquima
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Nos frutos destanizados sdo observadas substancias no interior das células (Figura 3B) e
substancias pécticas acumuladas nos espacos intercelulares (Figura 3C); mais evidentes em
frutos tratados com 24 horas de exposi¢ao com etanol.

Nos frutos da safra 2012, houve reacao positiva da vanilina cloridrica com os taninos
em secgoes de tecido fresco. Quando na forma soluvel, os taninos extravasaram do interior do
vacuolo da célula tanifera e permanecem dispersos sobre a sec¢dao, com coloragdo vermelha
intensa (Figura 3D e I). O teste com vanilina também confirma taninos mais insolubilizados
em 36 horas de exposi¢ao com etanol, pois o conteudo tanifero do vacuolo estd delimitado as
células (Figura 3G). Nos demais tratamentos se encontram estagios intermediarios de

insolubilidade (Figura 3E, F, H).

4.3.1 Discussao

Nesse trabalho ficou demonstrado que s3o necessarios tempos diferentes de exposi¢ao
com etanol para a remocao da adstringéncia em fun¢ao da época de colheita. Os frutos do fim
e inicio de safra obtiveram indice de adstringéncia e teores de taninos soluveis adequados para
consumo com os tratamentos de etanol durante 24 e 36 horas, respectivamente.

A diferenga de tempo para remocdo da adstringéncia dos frutos deve estar relacionada
ao estadio de maturacdo, pois no fim da safra de 2011, os frutos se encontravam em estagio
mais avan¢ado de maturagdo quando comparados aos do inicio da safra 2012, permitindo a
remogdo da adstringéncia em menor tempo. O mesmo foi observado por Edagi et al. (2009)
em frutos ,,Giombo’ e por Vitti (2009) em ‘Rama-Forte'. No entanto, Taira et al. (1990)
indicaram que a destanizagdo ocorre mais rapidamente em frutos ‘Hiratanenashi' imaturos.

A exposic¢ao dos frutos ‘Giombo' ao etanol levou ao aumento da produgdo de etanol e
acetaldeido e a polimerizagdo dos taninos soliiveis. Sabe-se que a aplicacdo de etanol
promove o aumento da atividade da enzima alcool dehidrogenase devido ao deslocamento do
equilibrio entre etanol/acetaldeido (PESIS, 2005), o qual induz a polimerizacao das moléculas
soltveis de taninos, tornando-as insoltveis e ndo adstringentes (HASLAN, 1996).

Embora Taira et al. (1990) tenham correlacionado significativamente o periodo de
colheita e o teor de tanino solivel sugerindo que a atividade metabdlica de producao de
acetaldeido ¢ reduzida a medida que a temperatura diminui, no presente estudo observou-se o
contrario. Os frutos apresentaram maior producdo de acetaldeido no fim da safra, os quais se

apresentavam em estdgio de maturacdo mais avangado, correspondente ao periodo com
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temperaturas mais baixas, quando comparado ao inicio da safra, o que provavelmente
conferiu o menor teor de tanino soluvel em frutos recém-colhidos e a necessidade de tempo de
exposicao menor (24 horas) para a remog¢ao da adstringéncia. Pesis (2005) também relata que
ha acumulo natural de acetaldeido causado pelo amadurecimento dos frutos, juntamente com
0 aumento na produc¢ao de etileno.

De acordo com Yamada et al. (2002) e Antoniolli et al. (2000), tratamentos de
destanizagdo sdo eficientes quando promovem a redug¢dao dos taninos soluveis para niveis
abaixo de 0,10% e indice de adstringéncia entre 1,0 e 2,0, valores que foram alcangados com
24 horas de exposi¢ao ao etanol no final da safra e com 36 horas no inicio da safra. Nestes
tratamentos observou-se que os taninos ficavam restritos ao vactolo das células indicando a
sua polimerizagdo pela formacgao de precipitados conforme descrito por Vasquez-Gutiérrez et
al. (2011) que também utilizou o teste com vanilina cloridrica em caquis ‘Rojo Brillante'.

Os frutos de ,,Giombo’ com teores mais elevados de etanol e acetaldeido e menores
valores de adstringéncia apresentaram acimulo de substancias pécticas no vactolo das células
e nos espagos intercelulares do parénquima similares ao descrito por Bron et al. (2002) em
frutos lanosos de pessegueiros com reducdo da firmeza da polpa. Sabe-se que frutos de
caquizeiros destanizados apresentam menores valores de firmeza (ANTONIOLLI et al., 2000;

TERRA, 2014) o que poderia explicar as alteragdes estruturais acima descritas.

4.4 Conclusoes

O tempo mais eficiente de exposi¢do ao etanol com dosagem de 1,70 mL Kg™' para
remo¢ado da adstringéncia de caquis ‘Giombo’ foi distinto no inicio e fim de safra. No fim da
safra os frutos obtiveram indice de adstringéncia e teores de taninos soliveis adequados para

consumo em 24 horas ¢, no inicio da safra, em 36 horas.
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5 INFLUENCIA DAS PECTINAS NA REMOCAO DA ADSTRINGENCIA DE
CAQUIS ‘GIOMBO' DURANTE O ARMAZENAMENTO REFRIGERADO

Resumo

O objetivo do trabalho foi analisar caquis ,,Giombo’ ap6és a destanizagdo com etanol e
aplicagcdo de 1-metilciclopropeno (1-MCP), a fim de verificar a influéncia das pectinas na
remocdo da adstringéncia durante o armazenamento refrigerado através de andlises
fisiologicas e estruturais. Foram utilizados os tratamentos: T1: controle, T2: 1-MCP (1000 nL
L") /12 horas, T3: etanol (1,70 mL Kg'l)/12 horas e T4: etanol (1,70 mL Kg')/12 horas + 1-
MCP (1000 nL L7')/12 horas. Apds os tratamentos os frutos foram mantidos em
armazenamento refrigerado a 5 £ 1°C e 90 + 5% UR, com retiradas de 30 e 60 dias, seguida
de simulacdo comercial por 5 dias. Foram realizadas analises anatomicas, firmeza de polpa,
quantificagdo de taninos soluveis e totais, indice de adstringéncia, pectinas soluveis e
solubilizacao, produgdo de etanol e acetaldeido. A dose de etanol 1,70 mL Kg'1 por 12 horas
foi eficiente para a remog¢ao da adstringéncia. Houve maior reducao da firmeza e aumento da
solubilizacao das pectinas, nos frutos destanizados. Em frutos destanizados ou ndo, o 1-MCP
manteve a firmeza dos frutos mais elevada, confirmando o seu efeito na repressdo da
maturacao. Nao foi possivel relacionar a interagdo das pectinas com os taninos soluveis na
remocdo da adstringéncia, pois mesmo com a redugdo da firmeza de polpa ¢ aumento da
solubilizacdo das pectinas, o indice de adstringéncia e o teor de taninos soluveis
permaneceram elevados nos frutos controle. Em frutos com polpa amolecida, as células do
parénquima encontravam-se degradadas e as células taniferas integras e dispersas,
principalmente em frutos destanizados com etanol. O armazenamento de caquis ,,Giombo’ a
5°C até 60 dias ndo ¢ recomendavel, pois a firmeza de polpa atingiu valores abaixo do minimo
recomendado para a comercializagdo (10 N).

Palavras-chave: Degradagao celular; Diospyros kaki L.; Pectinas soluveis; Taninos; 1-MCP

Abstract

The objective of this study was to analyze persimmons ,,Giombo’ after deastringency
with ethanol and application of 1-methylcyclopropene (1-MCP) in order to verify the
influence of pectin in the removal of astringency during refrigerated storage by physiological
and structural analyzes. The treatments used were: T1: Control, T2: 1-MCP (1000 nL L™)/12
hours, T3: ethanol (1.70 mL kg'l)/12 hours and T4: ethanol (1.70 mL kg /12 hours + 1-
MCP (1000 nL L™)/12 hours. After treatments, the fruits were kept in cold storage at 5 + 1°C
and 90 + 5% RH, with 30 and 60 days withdraws, followed by commercial simulation for 5
days. Analyses of anatomy, flesh firmness, total and soluble tannins quantification,
astringency index, soluble and solubilization of pectin, and ethanol and acetaldehyde
production were made. The ethanol dose of 1.70 mL kg for 12 hours was effective for
removing the astringency. Higher reduction of firmness and increased solubilization of pectin
were verifyed in fruits deastringed. In deastringed fruit or not, 1-MCP maintained fruit
firmness higher, confirming its effect in repressing maturation. It was not possible to relate
pectin interaction with soluble tannins astringency removal, because even with flesh firmness
decreaseand increased pectin solubilization, the index of astringency and soluble tannins
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remained elevated in control fruits. In soft fruit pulp parenchyma cells became damaged while
tanniferous cells wereintactand dispersed, especially fruits deastringed with ethanol. The
storage of persimmons ,,Giombo’ at 5°C for until 60 days is not recommended once the
firmness reached values below the minimum recommended for marketing (10 N).

Keywords: Cellular degradation; Diospyros kaki L.; Soluble pectins; Tannins; 1-MCP

5.1 Introducao

A cultura do caqui vem se expandindo nos ultimos anos devido a boa aceitagdo do fruto
no mercado. Atualmente o Brasil ¢ o quarto produtor mundial de caquis com produgdo de
164.495 toneladas no ano de 2010 (IBGE, 2010). Porém, a concentragdo da colheita num
curto periodo de tempo, tratamentos inadequados para remoc¢do da adstringéncia e curto
periodo de conservacdo dos frutos acarretam perdas de qualidade e no sistema de
comercializacao.

O caquizeiro ‘Giombo' pertence ao grupo de polinizacdo variavel (PV), ou seja,
apresenta adstringéncia e polpa clara, quando ocorre desenvolvimento partenocarpico do fruto
(CAMPO-DALL'ORTO et al., 1996). Apresenta periodo de colheita tardia e comercialmente,
estes frutos necessitam de remog¢ado da adstringéncia para consumo.

A adstringéncia ¢ promovida pelos taninos que sdo classificados em taninos
hidrolisaveis ou soluveis, formados principalmente a partir de acido galico (galotaninos) e
acido hexahidrodifénico (elagitaninos) esterificados a um poliol, normalmente a D-glicose e
taninos condensados ou insoluveis ou proantocinidinas, constituidos por unidades flava-3-ols
(catequina) ou flavan 3,4-diols (leucoantocianinas) (HANDIQUE; BARUAH, 2002).

Os produtores tem utilizado basicamente etanol para remocdo da adstringéncia em
caqui, por ser um método de baixo custo e eficiente no processo. A aplicagdo de etanol
promove o aumento da atividade da enzima alcooldehidrogenase que desloca o equilibrio
entre etanol e acetaldeido (PESIS, 2005), o qual induz a polimeriza¢do das moléculas soluveis
de taninos, tornando-as insoltveis e ndo adstringentes (HASLAN, 1996).

A absor¢ao de quantidades elevadas de etanol, e consequente formagao de acetaldeido,
podem afetar a estrutura celular promovendo a degradagdo de pectinas da parede celular.
Estas pectinas soliiveis podem sofrer interacdes ndo covalentes com as moléculas de tanino,
realizando uma fung¢@o similar ao acetaldeido, polimerizando os taninos soliveis, removendo

a adstringéncia dos frutos (TAIRA; MATSUMOTO, 1997). Como consequéncia, ocorre a
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aceleragdo da perda da firmeza da polpa, inviabilizando precocemente a comercializacdo dos
frutos (ANTONIOLLI et al., 2000).

No intuito de preservar as caracteristicas dos frutos, principalmente a firmeza de polpa,
e estender o periodo de oferta no mercado, tem-se utilizado armazenamento refrigerado e o
uso do 1-metilciclopropeno (1-MCP), o qual apresenta fun¢do de bloquear o sitio de agdo do
etileno, retardando o amadurecimento e o processo de senescéncia (BLANKENSHIP; DOLE,
2003).

O objetivo do trabalho foi analisar caquis ,,Giombo’ apds a destanizagdo com etanol e
aplicagdo de 1-metilciclopropeno (1-MCP), a fim de verificar a influéncia das pectinas na
remocdo da adstringéncia durante o armazenamento refrigerado através de andlises

fisiologicas e estruturais.
Desenvolvimento
5.2 Material e métodos

Coleta do material e tratamentos

Caquis ,,Giombo’ foram colhidos em pomar comercial localizado em Mogi das Cruzes-
SP (23°31°S46°11°0) a 742m de altitude em abril de 2012. Apds a colheita, os frutos foram
transportados para o Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Pds-Colheita, ESALQ/USP, e
submetidos a uma rigorosa selecdo quanto ao tamanho, coloracdo e presenca de danos
mecanicos.

Os seguintes tratamentos foram realizados: T1) Controle (Frutos ndo tratados); T2)
Frutos tratados com 1-MCP 1000 nL L™ por 12 horas; T3) Frutos tratados com etanol 1,70
mL Kg'1 durante 12 horas; T4) Frutos tratados com etanol 1,70 mL Kg'1 durante 12 horas e
posteriormente tratados com 1-MCP 1.000 nL L™ durante 12 horas.

Para a aplicacdo de etanol e de 1-MCP (SmartFresh™), os frutos foram acondicionados
em caixas plasticas vazadas, e estas no interior de caixa de plastico com medidas de 0,50 x
0,80 x 0,47m (Figura 2 - anexo). O etanol e o 1-MCP foram colocados em placas de Petri na
parte inferior da caixa. As caixas foram fechadas hermeticamente para promover a mistura
gasosa e mantidas a 22 + 1°C.

Apoés os tratamentos, os frutos foram acondicionados em bolsas plésticas especificas

para caqui (Xten® Fresh Prod. Packaging Technology) e mantidos sob refrigeracdo (AR) a 5
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+ 1°C e 90 + 5% UR sendo retirados desta condicao aos 30 e 60 dias e mantidos a temperatura
ambiente durante 5 dias para simulagdo comercial a temperatura ambiente.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 4 tratamentos ¢ 4
repeticdes de 5 frutos. Os frutos foram avaliados antes do tratamento (caracterizagdao do fruto

ou dia zero) e ao final de cada periodo de simula¢do comercial quanto as varidveis.

Firmeza de polpa

Determinada utilizando-se um penetrometro digital, marca Sammar, modelo
85261.0472 TR, com ponteira plana de 8 mm de diametro. Foram efetuadas duas leituras por
fruto, em lados opostos da regido equatorial dos mesmos, apés a remo¢ao de uma pequena

parte da casca. Os resultados foram expressos em Newtons (N).

Teste com Vanilina Cloridrica

Foram realizadas sec¢des de tecido fresco da por¢do equatorial dos frutos com auxilio
de ladmina inoxiddvel. As sec¢des foram colocadas sobre laminas histologicas, corados com
Vanilina em 4cido cloridrico a 10%, para identificacdo de taninos, ¢ cobertas com laminula.
As imagens foram capturadas em microscopio trinocular Leica DM LB acoplado na camara

de video Leica DC 300 F e processadas em computador para confecc¢io das ilustragoes.

indice de adstringéncia

Determinado através do método proposto por Campo-Dall’Orto et al. (1996), no qual se
avalia a impressao de uma das faces dos frutos cortados na regido equatorial em papel filtro,
previamente preparado com solugdo de cloreto férrico (FeCls;) a 5%. O tanino, na forma
soluvel, reage com o cloreto férrico, tornando-se escurecido. As impressdes foram avaliadas
através da escala de notas: 1=ndo taninoso; 2=ligeiramente taninoso; 3=mediamente taninoso;

4=taninoso; 5=muito taninoso.

Teor de taninos solUveis e totais

Os teores de taninos soluveis e totais foram determinados espectrofotometricamente
utilizando-se o reagente de Follin-Ciocalteau (50%), segundo técnica recomendada por Taira
et al. (1996), na qual utilizou-se 1g de polpa triturada para volume final de 100 mL de extrato,
do qual retirou-se uma aliquota de 1 mL. A esta aliquota adicionou-se reagente de Follin-
Ciocalteau (50%) e 1,0 mL de solucao de carbonato de sodio supersaturado e 7,5 mL de dgua

destilada. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro marca Biochrom, modelo Libra S22
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com absorbancia a 725 nm. Os resultados foram expressos em gramas por 100g de polpa (g

100g™).

Teor de pectina soluvel e solubilizacdo de pectinas

As pectinas soluveis e totais foram extraidas segundo a metodologia descrita por
McCready e Mccomb (1952), utilizando 2 g de polpa congelada para o preparo do extrato e a
determinagdo, segundo a técnica descrita por Bitter ¢ Muir (1962), na qual se utiliza 1 mL de
extrato, 3,6 mL de solugdao de H,SO,4 contendo 0,0125M de borato de sodio e acrescentado 60
ul de 3-phenylphenol (90%). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 520 nm e comparadas com uma curva-padrdo de 4acido
galacturdnico. A solubiliza¢do de pectinas foi obtida através da equagdo: % solubilizagdo =

(teor de pectina soluvel/teor de pectina total)*100.

Producéo de etanol e acetaldeido

Os teores de etanol e acetaldeido foram medidos pela metodologia de Davis e Chace
(1969), onde 1 g de polpa triturada foi lacrada em frasco de vidro de 40 mL e mantida em
freezer a -26°C, até o momento da analise. Os frascos permaneceram em banho-maria por 30
minutos a 50°C e, apos este periodo, foi coletado amostra de ar de 1 mL do frasco e injetado
no cromatdgrafo a gas marca Thermofinigan, modelo Thermoquest GC Trace 2000 com
detector de ioniza¢do de chama (FID) com coluna Porapak N. Os resultados foram expressos

em pg de acetaldeido e etanol por grama de material vegetal (ug g™).

Analise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi utilizado o programa SASM-Agri (CANTERI

et al., 2001).

5.3 Resultados e discussao

Conforme observado em outros estudos com ,,Giombo’ (EDAGI et al., 2009;

MONTEIRO, 2011), a dose de etanol 1,70 mL Kg™' por 12 horas foi efetiva para remogéo da
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adstringéncia, pois os frutos apresentaram indice de adstringéncia 1,0 (Figura 1A) e teor de
taninos soliiveis em torno de 0,050 g 100g™ (Figura 1B) na avaliagdo de 30 e 60 dias, apos
simulagdo comercial. Nos frutos ndo destanizados (controle), o indice de adstringéncia e o
teor taninos soluveis, embora tenham apresentado redugdo, mantiveram-se elevados ao final
de 30 e 60 dias de armazenamento (Figura 1B). Nos frutos tratados somente com 1-MCP, nao
houve redugdo significativa de taninos soluveis e o indice de adstringéncia manteve-se
elevado, provavelmente devido ao efeito repressor no metabolismo normal do
amadurecimento dos frutos impedindo a sua destanizagdo natural. Terra (2010) também
verificou que o 1-MCP, quando aplicado isoladamente, retarda o amadurecimento e a

remocao natural da adstringéncia de caqui.
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Figura 1 - Indice de adstringéncia (A), taninos soltveis (B) e taninos totais (C) em caqui ‘Giombo' armazenados
a5+ 1°Ce 90 £ 5% UR 60 dias + 5 dias de simulagdo comercial. Dia 0: caracterizagdo dos frutos.
ndice de adstringéncia: 1=ndo taninoso; 2=ligeiramente taninoso; 3=mediamente taninoso;
4=taninoso; 5=muito taninoso. Letras maiusculas comparam os tratamentos em cada periodo avaliado
e as letras minusculas comparam o efeito dos tratamentos durante o periodo de armazenamento. As
letras iguais indicam que ndo ha diferenga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo da média (n=4). *Dados transformados em
raiz quadrada, k=0
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O teor de taninos totais nos frutos diminuiu significativamente apds a aplicagdo dos
tratamentos, mas nao diferiu entre os tratamentos e ao longo do tempo (Figura 1C). Também
Taira et al. (1990) verificaram teores de taninos soluveis reduzidos em torno de 0,30% em
caqui ‘Hiratanenashi' tratados com etanol e CO,, enquanto os taninos totais mantiveram
valores praticamente constantes.

Em ‘Giombo', frutos que ndo apresentam sementes, o processo de remocdo da
adstringéncia nao ocorre naturalmente, visto que a concentragdo de etanol e acetaldeido ¢
muito baixa, como verificado logo apds a colheita (Figuras 2A e B), necessitando da
aplicagdo exogena de etanol para que o processo de destanizacdo ocorra. O etanol, ao ser
absorvido pelos tecidos do fruto, ¢ transformado em acetaldeido pela agdo da enzima alcool
desidrogenase (OSHIDA et al., 1996). O acetaldeido reage com os taninos soliveis, causando

sua polimerizacao e reduzindo a adstrinéncia (ITO, 1971).
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Figura 2 - Teores de etanol (A) e acetaldeido (B) em caquis ‘Giombo' tratados e armazenados a 5 = 1°C ¢ 90 +
5% UR 60 dias + 5 dias de simulagdo comercial. Dia 0: caracterizagdo dos frutos. Letras maitsculas
comparam os tratamentos em cada periodo avaliado e as letras minusculas comparam o efeito dos
tratamentos durante o periodo de armazenamento. As letras iguais indicam que ndo ha diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro
padrao da média (n=4). *Dados transformados em raiz quadrada, k=0. **Dados transformados em
Log X na base 10
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Na primeira avalia¢ao (30 dias em AR e 5 dias de SC), os teores de etanol e acetaldeido
nos frutos destanizados elevaram significativamente (Figuras 2A e B), sendo efetivos para a
completa destanizac¢ao dos frutos. Nos frutos controle, houve pequeno acréscimo na produgao
de etanol e acetaldeido, o que ndo ocorreu nos frutos tratados somente com 1-MCP. Aos 60
dias de armazenamento, houve aumento na producdo de etanol e acetaldeido em todos os
tratamentos (Figuras 2A e B). No entanto, nos tratamentos controle e apenas com 1-MCP a
elevacao nos teores desses gases ndo foi efetiva para reduzir a adstringéncia, pois os frutos
ainda apresentaram elevados teores de taninos soluveis e indice de adstringéncia. Os
resultados indicam que a produgdo de etanol e acetaldeido ocorreu, provavelmente, apds a
elevacdo da temperatura devido a retirada do fruto da condi¢do de armazenamento refrigerado
para a condicdo ambiente, que também foi verificado em meldo (CHOI et al., 2001) e lichia
(PESIS et al., 2002). Outro fator que pode ter contribuido para a elevada producao de etanol e
acetaldeido nos frutos ndo destanizados foi o estdgio avancado de maturacdo e senescéncia
apos 60 dias de armazenamento refrigerado, alterando o metabolismo, resultando no
amolecimento dos frutos.

Os frutos recém-colhidos apresentaram firmeza de 44,62 N e, apds os tratamentos e
durante o periodo de armazenamento, ocorreu uma diminuicao gradativa da firmeza de polpa
em todos os tratamentos (Figura 3A). Valores decrescentes de firmeza de polpa também
foram obtidos por Antoniolli et al. (2000) em caqui ,,Giombo’ tratados com etanol a 3,85 mL
Kg' por 24, 36 ou 48 horas e armazenados por 10 dias a 25°C.

Tanto nos frutos destanizados quanto nos nao destanizados, o 1-MCP preservou a
firmeza, sendo que aos 60 dias os frutos tratados somente com 1-MCP apresentaram valores
acima de 10 N. Terra (2010) também verificou que frutos ‘Giombo' destanizados e nao
destanizados e tratados com 1-MCP apresentaram maior firmeza de polpa ao final de 30 dias a
5°C e 15 dias de simulagdo, em relag@o aqueles tratados apenas com etanol.

A reducdo da firmeza de polpa ocorrida, principalmente nos frutos destanizados, esta
relacionada as pectinas. Durante o armazenamento houve um acréscimo significativo das
pectinas soliveis somente nos frutos destanizados tratados ou ndo com 1-MCP aos 60 dias
(Figura 3B). A porcentagem de solubilizagdo das pectinas, que leva em consideracdo a
quantidade de pectinas soliveis e totais, apresentou maior aumento nos frutos somente
destanizados aos 60 dias de armazenamento (Figura 3C).

De acordo com Taira et al. (1997) as pectinas soluveis podem formar ligacdes
covalentes e ndo covalentes com as moléculas de taninos soluveis, formando polimeros de

taninos, tornando-os insoluveis e, assim, removendo a adstringéncia dos frutos. Porém, nos



&3

tratamentos controle e 1-MCP isolado, ndo houve aumento significativo da solubilizag¢do das
pectinas, o indice de adstringéncia permaneceu elevado e o teor de taninos soluveis
apresentou uma pequena redugao a qual pode ter sido influenciada pela produgdo de etanol e

de acetaldeido aos 60 dias.
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Figura 3 - Firmeza de polpa (A), pectina soluvel (B) e solubilizagdo de pectinas (C) em caquis ‘Giombo' tratados
e armazenados a 5 = 1°C e 90 + 5% UR 60 dias +5 dias de simula¢do comercial. Dia 0: caracterizagdo
dos frutos. Letras maiusculas comparam os tratamentos em cada periodo avaliado e as letras
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indicam que ndo hé diferenca significativa pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
Barras verticais representam o erro padrao da média (n=4). *Dados transformados em raiz quadrada, k
=0
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As analises estruturais com vanilina cloridrica confirmou os resultados quantitativos de
taninos. Antes de aplicar os tratamentos, a seccdo submetida ao teste conferiu coloragao
vermelha intensa em toda area (Figura 4A). Mesmo apds 30 dias de armazenamento em frutos
nao destanizados ¢ tratados com 1-MCP, no momento da sec¢do, os taninos soluveis
extravasaram do vacuolo, indicando a presenga de taninos ndo polimerizados ainda (Figura
4B e C), sendo observados da mesma forma aos 60 dias, com menos intensidade. Por outro
lado, nos frutos destanizados o conteudo tanifero ¢ visualizado apenas no vactiolo das células
taniferas o que indica a sua completa insolubilizagdo (Figura 4D-I). Em relacdo ao
parénquima do pericarpo as células se mantém integras aos 30 dias (Figura 4D) e, em frutos
destanizados e tratados com 1-MCP aos 60 dias de armazenamento e simulacdo comercial
(Figura 4E). No entanto, os frutos destanizados, os quais apresentaram maior perda de firmeza
do pericarpo e polpa com aspecto translucido em secgdes frescas, as células parenquimaticas
aparecem desestruturadas (Figura 4F). Distarbios fisioldgicos pelo frio podem causar redugdo
da firmeza e polpa translicida ou farinhenta (MACRAE, 1987) similares ao observado em
grande parte dos frutos apos a retirada da camara mantida a 5°C, principalmente em frutos
destanizados. Portanto, ¢ provavel que tenha ocorrido danos por frio no presente estudo.

Embora as sec¢des tenham sido transversais ao pericarpo, devido a perda de estrutura do
parénquima, a maioria das células taniferas apresentava-se integra e dispersa no parénquima
(Figuras 4F e G). Em algumas células taniferas havia projecdes da parede celular
acompanhada pelo vactiolo (Figuras 4G-H) e outras com a parede integra (Figura 41). Estas
projecoes nas células taniferas foram mais evidentes em frutos destanizados e devem estar
relacionadas ao efeito mecéanico no tonoplasto gerado pela polimerizagdo dos taninos ao

processo de destanizagdo devido a polimerizacdo do contetido (SALVADOR et al., 2007).
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Figura 4 - Teste com vanilina cloridrica em sec¢des transversais do mesocarpo de caquis ‘Giombo' tratados e
armazenados a 5 + 1°C 90 + 5% UR por 60 dias + 5 dias de SC. T1: controle; T2: 1-MCP 1000 nL L~
'/12 horas; T3: etanol 1,70 mL Kg'/12 horas e T4: etanol 1,70 mL Kg'/12 horas + 1-MCP 1000 nL
L'/12 horas. A: Antes do tratamento de destanizagio. B: Células taniferas com taninos extravasado do
vacuolo (seta) em T1 aos 30 dias. C: Células taniferas e contetido tanifero extravasado ao redor (seta)
em T2 aos 30 dias. D: Taninos insolubilizados e delimitados na célula tanifera em T3 aos 30 dias. E:
Taninos insolubilizados e delimitados na célula em T4 aos 60 dias. F: Células taniferas integras e em
posicdo longitudinal e dispersas no parénquima em degradag@o em frutos com polpa amolecida em T3
aos 60 dias. G-H: Células taniferas com proje¢des da parede celular acompanhada pelo vactiolo com
taninos (setas) em T3 aos 60 dias. I: Célula tanifera com parede celular integra e vactolo preenchido
com tanino (seta) e células parenquimaticas rompidas (*) em T4 aos 60 dias. SC: Simulagdo
Comercial, CT= Célula Tanifera

5.4 Conclusoes

A exposigao dos frutos ao etanol (1,70 mL Kg™) por 12 horas foi eficiente para remogio
da adstringéncia em caqui ‘Giombo', com niveis aceitdveis de indice de adstringéncia e
taninos soluveis. O tratamento de destanizacdo com etanol reduz a firmeza dos frutos, e o 1-
MCP preserva, tanto em frutos destanizados quanto ndo destanizados. O aumento da
solubilizagdo das pectinas ndo pode ser relacionado com o indice de adstringéncia e com o

teor de taninos solaveis
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6 INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE ARMAZENAMENTO NA QUALIDADE
DE CAQUIS ,,GGOMBO’

Resumo

O armazenamento refrigerado reduz o metabolismo dos frutos apos a colheita e, por
isso, pode ser considerado o fator mais importante na manuten¢do da qualidade de caquis. No
entanto, frutos subtropicais e tropicais sao sensiveis as baixas temperaturas de armazenamento
e podem induzir danos por frio. Este estudo teve como objetivo estudar diferentes
temperaturas de armazenamento refrigerado em caquis ,,Giombo’ destanizados e com
aplicagdo de 1-MCP e verificar a qualidade dos frutos e se ha ocorréncia de danos por frio.
Foram utilizados trés tratamentos: T1: controle, T2: etanol 1,70 mL Kg'l/ 12 horas e T3: etanol
1,70 mL Kg'/12 horas + 1-MCP 1000 nL L/12 horas. Os frutos foram submetidos a trés
temperaturas de armazenamento refrigerado: 1, 5 e 10 + 1°C + 90+ 5% UR e retirados desta
condi¢do aos 15, 25 ¢ 35 dias de armazenamento, com 5 dias de simulagdo comercial a
temperatura ambiente para cada retirada. Foram realizadas analises de firmeza de polpa, cor
de polpa, solidos soluveis, taninos soluveis, indice de adstringéncia e analise estrutural ao
microscopio de luz. Frutos ndo destanizados mantém altos indices de taninos soluveis e
adstringéncia independente da temperatura de armazenamento. Os so6lidos soliveis sdo
influenciados pelo processo de remog¢do da adstringéncia. Caquis ‘Giombo' ndo destanizados
e destanizados com e sem 1-MCP armazenados a 1°C por 35 dias preservam mais a firmeza
de polpa. A temperatura de 5°C parece tornar os frutos mais susceptiveis a danos por frio com
reducdo dréstica da firmeza, geleificagdo da polpa e alteragdes estruturais.

Palavras-chave: Dano por frio; Destanizagao; Diospyros kaki L.;Temperatura; 1-MCP

Abstract

Cold storage reduces the metabolism of fruits after harvesting and therefore can be
considered the most important factor in maintaining the quality of persimmons. However,
subtropical and tropical fruits are sensitive to low storage temperatures which can induce
chilling injury. This study aimed to study different temperatures of refrigerated storage
deastringenced persimmons ,,Giombo’ and application of 1-MCP in order to check the quality
of the fruit and if there is chilling injury occurrence. Three treatments were used: T1: Control,
T2: 1.70 mL ethanol Kg'/12 hours and T3: 1.70 mL ethanol Kg™'/12 hours + 1 - MCP 1000
nL L'/12 hours. The fruits were exposed to three temperatures of refrigerated storage: 1, 5
and 10 £ 1°C + 90 = 5 % RH and removed from this condition at 15, 25 and 35 days of
storage, with 5 days for commercial simulation at room temperature for each withdraw.
Analyzes of firmness, pulp color, soluble solids, soluble tannins, astringency index and
structural analysis by light microscopy were performed. Deastringenced fruits did not
maintain high levels of soluble tannins and astringency independent of storage temperature.
Soluble solids were influenced by the process of removing the astringency. Not
deastringenced and deastringenced persimmons ,,Giombo’, with and without 1-MCP and
stored at 1°C for 35 days preserved more the pulpfirmness. The temperature of 5 °C seems to
make the fruit more susceptible to chilling injury presentingdrastic reduction in firmness, pulp
gelling and structural changes.
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Keywords: Chilling injury; Detannization; Diospyros kaki L.; Temperature; 1-MCP

6.1 Introducao

Dentre as frutas que merecem destaque no mercado nacional, encontra-se o caqui, o
qual apresenta grande importancia pra o setor de frutas para o Brasil (FACHINELLO et al.,
2011), com producao de 173,3 mil toneladas (FAO, 2011).

A cultivar ,,Giombo’ ¢ adstringente (PVA), sendo os taninos soluveis os responsaveis
pela adstringéncia, os quais sdo polimerizados através da interacdo de moléculas de etanol e
acetaldeido produzidas apos tratamentos anaerdbios com etanol ou CO,, que promovem
polimeros insoluveis e ndo adstringentes (MATSUO; ITO, 1982).

A remocao da adstringéncia, sem perda de firmeza ¢ um dos principais objetivos para a
qualidade pés-colheita de caquis (PEREZ-MUNUERA et al., 2009) e a redugdo da
temperatura tem sido o método mais utilizado e eficiente para manter a qualidade de frutos e
prolongar seu periodo de comercializagdo (KLUGE et al., 2002).

Estudos de conservagcdo em caquis foram realizados com armazenamento refrigerado
(EDAGI et al., 2009; ANTONIOLLI et al., 2001), atmosfera controlada (MORALIS, 2012) ¢
modificada (MONTEIRO, 2011). No entanto, a conservagao da qualidade de caquis apos a
colheita ¢ limitada pela sua susceptibilidade a desordens fisioldgicas inclusive a danos por frio
(chilling injury) (PEREZ—MUNUERA et al.,, 2009; SARGENT et al., 1993; BEM-ARIE;
ZUTKHI, 1992).

De acordo com Arnal e Del Rio (2004), os danos por frio resultam do desequilibrio do
metabolismo e da perda da compartimentacao celular em temperaturas sub-6timas. Os danos
ocorrem em um intervalo de temperaturas baixas, mas ndo congelantes para o produto e o
desenvolvimento depende da temperatura de armazenamento e do tempo que o fruto ¢
exposto. Os sintomas aparecem, geralmente, quando o produto ¢ removido da temperatura de
refrigeragdo para uma temperatura mais elevada (WILLS et al., 1998).

As caracteristicas de danos por frio sdo descritas como reducdo drastica da firmeza de
polpa (PEREZ-MUNUERA et al., 2009), geleificacdo da polpa (ARNAL; Del RiO, 2004),
degenerescéncia interna generalizada que resultam em frutos aguados ou translacidos
(CRISOSTO et al., 2008; KRAMMES et al., 2006). Contudo, a perda de firmeza prematura
dos frutos ndo pode ser confundida com o amolecimento causado naturalmente pelo seu
amadurecimento, j& que ndo existem limites claros para diferencia-los (REDPATH et al.,

2009).
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Embora os sintomas e caracteristicas de danos por frio ja tenham sido bem estabelecidos
por estes autores, poucos estudos estruturais para verificar as alteragdes causadas por este tipo
dano foram realizados em caqui. Pérez-Munuera et al. (2009) relaciona a redugdo da firmeza
com a perda da integridade da parede celular e a perda da adesao intercelular com danos por
frio. Em péssegos sdo relatadas alteragcdes consequentes de danos por frio como a separagao
das células do parénquima do mesocarpo, aumento dos espacos intercelulares e acimulo de
substancias pécticas (LUZA et al., 1992).

Além da refrigeragdo, outra forma de retardar o amadurecimento e reduzir os danos por
frio ¢ através da aplicagdo de 1-MCP conjuntamente com o armazenamento refrigerado. O 1-
MCP tem a habilidade de se ligar no mesmo sitio ativo do etileno, porém, sendo incapaz de
promover as respostas fisioldgicas desencadeadas por ele (FENG et al., 2004).

Estudos indicam que o 1-MCP preserva a estrutura celular durante o armazenamento
refrigerado e reduz danos por frio em abacate (HERSHKOVITZ et al.,, 2005), péra
(LARRIGAUDIERE et al., 2004) e meldao espanhol (VALDENEGRO et al., 2005). Em
caquis ,,Rojo Brillante’ armazenados a 1°C, o 1-MCP reduziu os danos pelo frio e retardou o
amolecimento da polpa (SALVADOR et al., 2004).

Diante da necessidade de prolongar a conservacao de caquis ,,Giombo’, este estudo teve
como objetivo estudar diferentes temperaturas de armazenamento refrigerado em caquis
,Glombo’ destanizados e com aplicagdo de 1-MCP e verificar se ha ocorréncia de danos por

frio.
Desenvolvimento
6.2 Material e métodos

Coleta do material e tratamentos

A colheita de caquis ,,Giombo’ foi realizada em pomar comercial localizado em
Guararema-SP, em maio de 2013. Apos a colheita, os frutos foram transportados para o
Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Pés-Colheita, ESALQ/USP, e selecionados quanto
ao tamanho, coloragdo e presenga de danos mecanicos.

Foram utilizados trés tratamentos: T1) Controle, T2) etanol 1,70 mL Kg'/12 horas ¢
T3) etanol 1,70 mL Kg'l/ 12 horas + 1-MCP 1000 nL L™'/12 horas. Para a aplicagdo de etanol

e de 1-MCP (SmartFreshTM) os frutos foram acondicionados em contentores plasticos
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vazados e colocados em caixa de plastico com medidas de 0,50 x 0,80 x 0,47 m. Em seguida,
as caixas foram fechadas hermeticamente para promover a mistura gasosa ¢ mantidos a 22 +
1°C. Apos os tratamentos, os frutos foram acondicionados em bolsas plasticas especificas para
caqui (Xten® Fresh Prod. Packaging Technology) e encaminhados para refrigeragdo nas
temperaturas de 1, 5 e 10 + 1°C + 90 + 5% UR.

Os frutos foram avaliados antes dos tratamentos (dia zero), apds os tratamentos ou
entrada nas condi¢des de armazenamento (dia 1), apos as retiradas de cada condicao de
armazenamento aos 15, 25 e 35 dias e ap6s a simulagdo comercial a temperatura ambiente por
5 dias (15+5, 25+5, 35+5). Foram utilizadas 4 repeti¢des de 5 frutos para cada tratamento. Os

frutos foram avaliados quanto as variaveis:

Firmeza de polpa

Determinada utilizando-se um penetrometro digital, marca Sammar, modelo
85261.0472 TR, com ponteira plana de 8 mm de diametro. Foram efetuadas duas leituras por
fruto, em lados opostos da regido equatorial dos mesmos, apds a remogdo de uma pequena

parte da casca. Os resultados foram expressos em Newtons (N).

Coloracéo da polpa

Foram realizadas duas leituras da casca na regido equatorial do fruto e duas leituras em
posicdes opostas na polpa, através de colorimetro, marca Minolta, modelo Chroma Meter CR-
400. Foram realizadas leituras de L* (luminosidade), a* (variagdo entre a cor verde e a
vermelha) e b* (variacdo entre a cor azul e a amarela). O indice de cor ¢ calculado através da
férmula IC = (1000 x a*)/(L* x b*) e varia entre -20 a +20, sendo que quanto mais positivo,

mais alaranjada serd sua cor.

Indice de adstringéncia

Foi determinado através do método proposto por Campo-Dall’Orto et al. (1996), no
qual se avalia a impressdo de uma das faces dos frutos cortados na regido equatorial em papel
filtro, previamente preparado com solugao de cloreto férrico (FeCls) a 5%. O tanino, na forma
soluvel, reage com o cloreto férrico, tornando-se escurecido. As impressdes foram avaliadas
através da escala de notas: 1=nao taninoso; 2=ligeiramente taninoso; 3=mediamente taninoso;

4=taninoso; 5=muito taninoso.
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Teor de solidos solaveis
Determinado colocando-se uma gota do suco extraido da polpa em refratometro digital
marca ATAGO, modelo PR-101, com correcdo automatica de temperatura para 20°C. Os

resultados foram expressos em °Brix.

Teor de taninos soluveis

Os teores de taninos soluveis foram determinados espectrofotometricamente utilizando-
se o reagente de Follin-Ciocalteau (50%), segundo técnica recomendada por Taira et al.
(1996), na qual utilizou-se 1g de polpa triturada para volume final de 100 mL de extrato, do
qual retirou-se uma aliquota de 1 mL. A esta aliquota adicionou-se reagente de Follin-
Ciocalteau (50%) e 1 mL de solucdo de carbonato de sddio supersaturado e 7,5 mL de dgua
destilada. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro marca Biochrom, modelo Libra S22
com absorbancia a 725 nm. Os resultados foram expressos em gramas por 100g de polpa (g

100g™).

Andlise anatdmica ao microscépio (ML)

Foram retiradas por¢des da regido equatorial dos frutos, fixados em solugdo de
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), submetido a bomba de vacuo para a retirada do ar,
desidratado em série etilica até 100% e infiltradas em resina para a confec¢do dos blocos. Os
blocos foram seccionados em micrétomo rotativo a 5-6 um de espessura. As secgdes foram
coradas com azul de toluidina (SAKAI, 1973) para andlises usuais e montadas em laminas
com resina sintética “Entellan”. As imagens foram capturadas em microscopio trinocular
Leica DM LB acoplado na camara de video Leica DC 300 F e processadas em computador

para confecgdo das ilustragdes.

Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (3 x 3 x
4), sendo os fatores: tratamentos (controle, etanol e etanol + 1-MCP); temperatura de
armazenamento (1°C, 5°C, e 10°C) e tempo de armazenamento (0, 15, 25 e 35 dias). As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significincia com a utilizagdo do

programa SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).
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6.3 Resultados e discussao

Com base nos resultados da analise de variancia para os parametros amostrados, houve
interacdo entre os fatores tratamentos, temperatura e tempo de armazenamento em caquis
,,Giombo’ (p<0,01) (Tabela 3-Anexo). O tratamento com 1,70 mL Kg™' etanol por 12 horas foi
eficiente para a remocgao da adstringéncia, pois o indice de adstringéncia e os taninos soluveis
apresentaram valores reduzidos apos 2 dias de tratamento, menos expressivo nos frutos
destanizados e tratados com 1-MCP, devido a sua agdo repressora no metabolismo do fruto,
tornando o processo de destanizagdo mais lento (Figuras 1A-B).

Aos 15 dias, na primeira retirada dos frutos das trés condi¢des de armazenamento
refrigerado, com exce¢do dos frutos controle, os frutos tratados com etanol com e sem 1-MCP
estavam destanizados de maneira similar, indicando que a aplicagdo de 1-MCP nio interferiu
na remog¢do da adstringéncia com etanol em caquis ,,Giombo’ como ja verificado por Terra
(2010). Os frutos controle, embora tenham obtido uma pequena reducdo do indice de
adstringéncia e taninos soliiveis comparados aos valores nos frutos recém-colhidos, estes se
mantiveram elevados durante os 35 dias, nas trés condi¢des de armazenamento (Figuras 1A-
B). Também Terra (2010) verificou que os frutos ndo destanizados se mantiveram

adstringentes, sob refrigeragdo a 5°C, durante 30 dias e 15 dias de simulagdo comercial.
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Figura 1 -

A

indice de adstringéncia (A) e teor de taninos solaveis (B) em caqui ‘Giombo' tratados com etanol e 1-
MCP e armazenados a 1, 5 e 10 + 1°C ¢ 90 + 5% UR por 15, 15 e 35 dias + 5 dias de simulag@o
comercial.  Indice de adstringéncia: 1=ndo taninoso; 2=ligeiramente taninoso; 3=mediamente
taninoso; 4=taninoso; 5=muito taninoso. Dia 0: antes dos tratamentos. Dia 1: apos tratamentos e
entrada no AR. Parcelas descartadas (*). As barras verticais representam o erro padrdo da media (n=4)

redu¢do da firmeza de polpa como consequéncia do processo de destanizacdo em

caqui foi evidente, inclusive dois dias apds a destanizagdo ja havia ocorrido uma pequena

reducao

da firmeza (Figura 2). Praticamente em todas as saidas de camara e simulacdo

comercial, nas trés temperaturas de armazenamento, os frutos controle mantiveram a firmeza

de polpa mais elevada.

No armazenamento a 10°C os frutos destanizados estavam dentro dos padrdes de

comercializacdo somente até¢ 15 dias de armazenamento e cinco dias de simulagdo comercial.

Com 25 dias de armazenamento somente os frutos destanizados tratados com 1-MCP

obtiveram 10N de firmeza, sendo que apds a simulacdo comercial os trés tratamentos nao

atingiram padrdes minimos de qualidade. A redugdo da firmeza em curto periodo de tempo no
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armazenamento a 10°C pode ter ocorrido pelo maior metabolismo dos frutos e ndo como
resposta a danos por frio.

No armazenamento a 5°C, durante a permanéncia dos frutos na camara por 35 dias, a
firmeza permaneceu dentro dos padrdes em todos os tratamentos, mas durante o periodo de
simulacdo comercial, somente os frutos controle e os destanizados com aplica¢do de 1-MCP
obtiveram firmeza acima de 10N. Os frutos somente destanizados apresentaram firmeza
reduzida ja na simulacao apos 15 dias de armazenamento.

Na simulag¢ao comercial apos 25 dias, os frutos destanizados foram descartados e apds
35 dias somente os frutos controle resistiram. A drastica reducdo da firmeza observada nas
trés simulagdes comerciais apos o armazenamento a 5°C pode ser consequéncia de danos por
frio (Figura 3-anexo) como verificado em caqui ‘Rojo Brilhante' exposto a temperaturas
inferiores a 8°C (SALVADOR et al., 2004). Wills et al. (1998) também relatam que os
sintomas de danos por frio geralmente aparecem quando o produto é removido da temperatura
de refrigeragdo para uma temperatura mais elevada.

A firmeza dos frutos foi mais preservada na temperatura de 1°C durante o
armazenamento até 35 dias. Somente nesta temperatura os frutos tratados com 1-MCP
obtiveram firmeza mais elevada que o controle nos trés periodos de simulagdo comercial, o
que indica que a combinacdo da temperatura de 1°C e aplicagdo de 1-MCP promovem a

manuten¢do da firmeza de caquis ‘Giombo'.

60 - H Controle
Etanol

50 B Etanol + 1-MCP

40

30

20

Firmeza de polpa (N)

10

P b

B e
b H

22+ 1°C

Dias de armazenamento refrigerado e simulacio comercial de 5 dias

Figura 2 - Firmeza de polpa em caqui ‘Giombo' tratados com etanol e 1-MCP e armazenadosa 1,5e 10+ 1°Ce
90 + 5% UR por 15, 15 e 35 dias + 5 dias de simulagdo comercial a temperatura ambiente. Dia 0:
firmeza apds a colheita. Dia 1: apos tratamentos e entrada no AR. Parcelas descartadas (*). As barras
verticais representam o erro padrdo da media (n=4)

Portanto, a temperatura intermediaria estudada tornou os frutos mais susceptiveis a
danos por frio, pois a firmeza foi mais reduzida a 5°C depois da passagem para temperatura

ambiente como verificado Arnal e Del Rio (2004) em caquis ‘Rojo Brillante. Estes autores
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também relacionam o aumento de solidos soluveis nos frutos armazenados em temperaturas
intermediarias (8°C e 11°C) com os danos por frio como ja havia sido verificado em caqui
»Suruga’ (COLLINS; TISDELL, 1995).

No presente estudo, ap6s a colheita, os frutos obtiveram solidos soliiveis em torno de 20
°Brix com imediata redu¢do apods os tratamentos de destanizacdo (Figura 3). Os frutos
controle obtiveram um incremento, enquanto que os frutos destanizados e tratados com 1-
MCP mantiveram valores estaveis durante todo periodo de armazenamento. Portanto, a
relagdo entre o aumento de solidos soluveis e danos por frio (ARNAL; DEL RIO, 2004;
COLLINS; TISDELL, 1995) nao foi verificada nas condi¢des analisadas.

A reducdo no teor de solidos soluveis observada apds os tratamentos de destanizagdo
com etanol também foi verificada em caqui ,,Rojo Brillante’ ap6s tratamento de destanizagdo
com CO, (SALVADOR et al., 2007). O teor de agucares em frutos de caquizeiro diminui
depois dos tratamentos para a eliminagdo da adstringéncia, sem causar a perda do sabor, e que
o tanino solivel interage com os agucares, causando assim a diminuicao dos sélidos soluveis

(ITTAH, 1993).
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Figura 3 - Solidos soluveis em caqui ‘Giombo' tratados com etanol e 1-MCP e armazenadosa 1, 5¢ 10+ 1°C e
90 + 5% UR por 15, 15 e 35 dias + 5 dias de simulacdo comercial. Dia 0: sélidos soltveis apds a
colheita. Dia 1: apds tratamentos e entrada no AR. Parcelas descartadas (*). As barras verticais
representam o erro padrdo da média (n=4)

A aceleracdo da maturagdo e senescéncia influenciam na coloragdo da polpa. Apds a
colheita, os frutos apresentaram indice de cor de polpa em torno de 1, com acréscimo no
periodo de 2 dias ap6s o tratamento de destaniza¢do. Houve variagdo de indice de cor de

polpa entre os trés tratamentos, com valores mais elevados nos primeiros 15 dias, nas trés
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temperaturas de armazenamento refrigerado (Figura 4). Também Edagi et al., (2009)
obtiveram resultados variaveis de indice de cor polpa em frutos controle e destanizados,
armazenados a 1°C por 20 dias e 14 dias de simulacdo comercial. No entanto, Monteiro
(2011) relatou que frutos ‘Giombo' tratados com etanol apresentaram valores de indice de cor
de polpa mais baixos que os frutos controle armazenados a 1°C por 20 dias o que nao foi
observado no presente estudo.

As variagoes de cor de polpa entre os tratamentos devem estar relacionadas ao
amadurecimento dos frutos e ao metabolismo, pois nos frutos destanizados que receberam a
aplicagdo de 1-MCP os valores foram mais reduzidos, na maioria dos periodos avaliados,
provavelmente em fungdo da reducao do metabolismo. Woolf et al. (1997) obtiveram uma
diminui¢do no indice de cor como consequéncia de danos por frio em caqui ,Fuyuw’
armazenados a 0°C, seguido de 3 dias a 20°C. No presente estudo, ndo foi possivel estabelecer

uma relacao da cor da polpa com os danos por frio nos frutos armazenados a 5°C.
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B Etanol + 1-MCP
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Dias de armazenamento refrigerado e simulaciio comercial de 5 dias

Figura 4 - indice de cor de polpa em caqui ‘Giombo' tratados com etanol ¢ 1-MCP e armazenados a 1, 5 e 10 +
1°C e 90% UR por 15, 15 e 35 dias + 5 dias de simulagdo comercial. Dia 0: indice de cor de polpa
apos a colheita. Dia 1: apds tratamentos e entrada no AR. As barras verticais representam o erro
padrao da media (n=4)

As caracteristicas fisicas e quimicas alteraram durante o armazenamento, € estas se
refletiram na estrutura do pericarpo dos frutos.

Apds a colheita, o mesocarpo dos frutos apresentaram células parenquimaticas
isodiamétricas de tamanhos distintos e com alguns espagos intercelulares contendo
substancias pécticas (Figura 5A). Apos os tratamentos e antes do armazenamento refrigerado,
o mesocarpo dos frutos destanizados apresentou substincias pécticas no interior das células

(Figura 5B), ampliacdo dos espagos intercelulares com actimulo de substincias pécticas
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(Figura 5C). Nos frutos destanizados tratados com 1-MCP, o mesocarpo apresentava estrutura
anatomica similar ao controle com o acimulo de contetido péctico nos espacos intercelulares
um pouco mais pronunciado em relagdo ao controle (Figura 5D).

Apos 15 dias de armazenamento e simulagdo comercial, nos frutos somente
destanizados sdo encontradas mais células com conteudo péctico no seu interior € nos espacos
intercelulares em relagdo aos demais tratamentos, em especial, sob refrigeracao a 5°C (Figura
SE). A presenga de substancias pécticas no interior das células parenquimaticas pode resultar
de alteragdes estruturais no pericarpo em razao de danos por frio (BRON et al., 2002).

O mesocarpo dos frutos destanizados armazenados a 5°C por 25 dias e simulagdo
comercial apresentou o tecido parenquimatico desestruturado com células colapsadas e
rompidas (Figura 5F) e da perda de adesdo intercelular. Tais alteragdes estdo relacionadas a
redugdo drastica da firmeza do mesocarpo verificada neste tratamento o qual ndo apresentou
as condigdes minimas necessarias para a sua analise, sendo que o aspecto gelatinoso ou
aguado (Figura D-E. anexo x) observado vem sendo relacionado ao dano por frio (PEREZ-
MUNUERA et al., 2009). Nesta mesma condi¢do de armazenamento os frutos destanizados
tratados com 1-MCP ndo apresentaram este tipo de alteragdo no mesocarpo, enquanto 0s
frutos controle apresentaram paredes sinuosas ¢ acumulo de substancias pécticas no interior
das células (Figura 5G). A preservagdo do mesocarpo em caquis tratados com 1-MCP também

foi verificada por Pérez-Munuera et al. (2009).
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Figura 5 - Secgdes transversais do mesocarpo de caqui ‘Giombo' tratados com etanol e 1-MCP e armazenados a

1,5¢e 10+ 1°C e 90% UR por 15, 15 e 35 dias + 5 dias de SC. A. Frutos recém-colhidos e antes dos
tratamentos. B-C. Frutos logo apds a destanizagdo. Substincias pécticas no interior da célula
parenquimatica (*) e nos espacos intercelulares (seta). D. Frutos logo apos a destanizagdo e aplicag@do
de 1-MCP. Notar o acimulo de substincias pécticas nos espacos intercelulares (seta). E. Frutos
destanizados e armazenados a 5°C por 15 dias e 5 dias de SC. Notar o aumento do ntimero de células
com conteido péctico no seu interior (*) e nos espagos intercelulares (seta). F. frutos destanizados e
armazenados a 5°c por 25 dias e 5 dias sc. notar o parénquima desestruturado e as células colapsadas
(seta). G. Frutos controle armazenados a 5°C por 25 dias e 5 dias de SC. Notar paredes sinuosas (seta)
e acumulo de substancias pécticas no interior das células (*). H. Frutos destanizados tratados com 1-
MCP armazenados a 1°C por 35 dias e 5 dias de SC. Notar o mesocarpo mais preservado. 1. Frutos
destanizados e armazenados a 10°C por 35 dias e 5 dias de SC. Notar a desestruturagdo celular,
actumulo de contetido péctico nos espagos intercelulares (seta) e no interior das células (*). CT= célula
tanifera, FV= feixe vascular, Pa= parénquima, SC= simulagdo comercial.

O mesocarpo dos frutos armazenados a 1°C até 35 dias de armazenamento e simulagao

comercial ndo mostraram altera¢des além daquelas descritas logo apds os tratamentos (Figura

5H) o que poderia explicar a manutencdo da firmeza acima de 10 N em todos os tratamentos.

Por outro lado, nos frutos armazenados a 10°C houve alteragdes drasticas no mesocarpo ja a

partir dos 15 dias de armazenamento (Figura 5I) devido ao processo natural de avango da

maturacao dos frutos e aumento do metabolismo nesta temperatura.
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6.4 Conclusoes

A qualidade dos caquis ‘Giombo' foi melhor preservada quando os frutos foram
destanizados e tratados com 1-MCP e armazenados a 1°C por até 35 dias. Os frutos que foram
apenas destanizados tiveram a estrutura celular do mesocarpo e a firmeza mais alteradas em
todas as temperaturas analisadas. A temperatura de 5°C torna os frutos mais susceptiveis a

danos por frio com reducdo dréstica da firmeza, geleificagdo da polpa e alteragdes estruturais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dos estudos anatdémicos e fisiologicos de frutos de caquizeiro auxiliaram
no entendimento da adstringéncia dos grupos PVA e PCNA.

A diferenca anatdmica encontrada entre as cultivares dos dois grupos relacionada com a
adstringéncia foi a densidade e o tamanho de células taniferas. Além disso, foi possivel
verificar que os taninos quando polimerizados ficam delimitados as células taniferas no teste
com vanilina cloridrica e que ha diferengas entre as cultivares PVA ¢ PCNA. Embora nao
tenha sido previsto o estudo detalhado a nivel subcelular, as analises preliminares realizadas
ao microscopio eletrénico de transmissao permitiram verificar o intenso processo de
vesiculagdo no inicio do acumulo de taninos. Estudos futuros nesta area poderao esclarecer a
participacdo de organelas no processo de biossintese de tanino, bem como a compreensao de
diferengas parietais entre as células taniferas e as demais células do mesocarpo.

Em outubro (apds antese e queda da corola), ambas as cultivares aprentaram elevado
teor de taninos soluveis, no entanto, apds este periodo o niumero de células se tornou estavel e
os taninos soluveis foram reduzidos gradativamente na cultivar ndo adstringente ,,Fuyu'.
Embora trabalhos moleculares atuais sobre a polimerizacdo tenham evoluido na elucidagdo
deste processo, ainda sdo necessarios estudos que esclaregam este processo completamente.
Foi verificado que a redugdo da adstringéncia durante o desenvolvimento ¢ maturagdo de
caquis PCNA ndo esté relacionada somente com a redugdo dos taninos soliveis, mas sim com
o numero de células taniferas, bem como seu tamanho. O estudo do desenvolvimento e
maturacdo forneceu informagdes importantes para a selecdo de cultivares e para os futuros
tratamentos de remoc¢ao da adstringéncia.

Os frutos das cultivares PVA mantiveram a adstringéncia elevada até estadios
avancados de maturacdo, indicando que devem ser colhidos em estddios de maturagdo
comercial e submetidos a tratamentos para a remocado da adstringéncia, pratica ja realizada
pelos produtores. A época de colheita na safra também influenciou no processo de remogado da
adstringéncia, pois frutos de fim de safra foram destanizados mais rapidamente comparado
aos de inicio de safra.

A dosagem de etanol 1,70 mL Kg' por 12 horas ¢ adequada para a remocdo da
adstringéncia, principalmente para frutos que sdo armazenados, pois a combina¢do de baixa
dose e curto periodo de tempo de exposi¢do ao agente destanizante reduz as consequéncias do

processo de destanizagdo. Foi verificado neste trabalho, através das andlises fisiologicas e
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estruturais, que a destanizagdo com etanol afeta principalmente a estrutura celular do
mesocarpo.

Como o tratamento de destanizagado ¢ inevitavel para o consumo de caquis ,,Giombo', as
suas consequéncias negativas, como a reducao na firmeza de polpa, podem ser amenizadas
com a aplicacdo de 1-MCP e armazenamento refrigerado.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, a temperatura de armazenamento
mais adequada para ,,Giombo' foi a de 1°C por até 35 dias e 5 dias de simulagdo comercial. A
temperatura de 10°C permitiu a conservacao dos frutos por um curto periodo de tempo devido
ao avan¢o da maturagdo e, em 5°C, foi observada uma rapida redugdo da firmeza apds a
retirada da condigdo refrigerada para a temperatura ambiente. As analises indicaram o que ja
havia sido relatado na literatura para outras cultivares, ou seja, caquis ,,Giombo' sdo
susceptiveis a danos por frio a 5°C.

Espera-se que os resultados deste trabalho possam contribuir com o produtor na decisdo
da dosagem de etanol/tempo de exposicao de acordo com a €poca de colheita para a remogao
da adstringéncia, pois praticamente todos produtores da regido de Sdo Paulo utilizam etanol
como agente destanizante devido ao baixo custo e facil aplicacdo. Também possa orientd-los
na escolha da temperatura de armazenamento de acordo com o periodo que se deseja
conservar os frutos, evitando danos por frio.

A experiéncia durante o estagio no exterior realizado em Valencia, regido produtora de
caquis na Espanha, permitiu conhecer outro cenario sobre a cultura. O mercado ¢ abastecido
basicamente com uma cultivar adstringente, ,,Rojo Brillante', que apresenta boa qualidade na
colheita, a qual ¢ mantida apos tratamento de destanizagdo e armazenamento. Em Valencia, a
destanizacdo com etanol foi totalmente substituida pelo tratamento com CO,, em razdo da
manuten¢do da firmeza dos frutos e outros atributos de qualidade. Visto que a aplica¢do do
tratamento com CO; exige alto investimento em camaras para o processo, a destanizacdo ¢
realizada em sistema de cooperativa entre os produtores para reducdo de custos. No Brasil, a
implementagdo deste sistema ainda ¢ dificultado devido ao custo elevado, pois a maior parte
da producdo de caquis ¢ realizada por pequenos produtores.

Nesse periodo de estudos, tive a oportunidade de aprofundar o conhecimento em
pesquisa, proporcionado pelos professores e a Universidade, além da possibilidade de contato
com os produtores de caquis, que permitiu verificar as reais necessidades de estudos com a
cultura. Dessa forma, a associagdo da ciéncia com a sua aplicagdo, contribuiu

significativamente para a minha formagao.
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Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia para o indice e densidade de células taniferas para
frutos de caquizeiros ,(Giombo’ e ,Fuyu’, ao longo do desenvolvimento (capitulo 2)

Quadrado médio

Causas da GL Indice (%) Densidade
variacio (n°/mm?)
Cultivar (C) 1 106,4248* 48,62 *
Tempo (T) 5 30,3297* 496,682 *
Interacdo Cx T 5 52,0048* 35,6197 *
Residuo 33 3,69 0,0033
C.V. (%) - 21,59 24,28

* ¢ ** valor significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade de erro, pelo teste F
GL = graus de liberdade, CV., = coeficiente de varia¢do experimental
Dados néo transformados
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Tabela 2 - Valores médios de diametro equatorial, didmetro longitudinal, peso fresco, indice
de cor, firmeza, s6lidos soluveis, capacidade antioxidante e taninos soluveis das
cultivares: RB: Rojo Brillante, Giombo, Fuyu ¢ HF: Hana Fuyu em sete estadios
de maturagdo (capitulo3)

ESTADIOS DE MATURACAO
CULTIVARES E1l E2 E3 E4 ES Eé6 E7
Didmetro Equatorial (mm)

RB 56,25 b 64,83 ab 71,81 a 71,33 a 70,84 a 66,54 a 67,44 aa
Giombo 49,66 ¢ 54,01 bc 58,46 ab 59,12 ab 59,58 a 57,29 ab 56,59 ab
Fuyu 60,32 d 64,53 bcd 63,97 cd 68,56 ab 69,22 a 66,48 abc 69,24 a
HF 64,60 ¢ 72,99 bc 81,18 ab 88,34 a 90,68 a 82,41 ab 83,00 ab
Didmetro Longitudinal (mm)
RB 59,30 b 63,57 ab 6791 a 69,90 a 69,29 a 66,05 ab 65,76 ab
Giombo 53,25 ab 49,56 b 54,00 ab 54,08 ab 56,03 a 52,23 ab 55,04 a
Fuyu 4427 ab 4691 a 46,55 a 49,63 a 49,06 a 47,94 a 49,54 a
HF 4822 b 56,26 ab 62,53 a 66,86 a 6493 a 63,49 a 57,52 ab
Peso Fresco (g)
RB 124,05 ¢ 145,71 bec 152,70 abc 178,83 ab 202,47 a 174,59 abc 199,43 ab
Giombo 67,56 ¢ 78,96 bc 101,03 ab 102,64 a 105,83 a 93,12 ab 104,14 a
Fuyu 100,24 d 113,83 bed 109,44 cd 140,87 abc 143,60 ab 140,49 abc 146,66 a
HF 126,07 ¢ 165,29 bc 231,00 abc 279,23 ab 313,85 a 251,61 abc 272,68 ab
Indice de cor (I0)
RB 8,12 g 419 f 1,45 e 6,90 d 16,50 ¢ 33,68 b 43,20 a
Giombo -9,44 ¢ -6,39 de -5,95 de -1,20 cd 4,10 bec 11,35 b 41,27 a
Fuyu 7,71°d -4,59 cd 0,45 ¢ 9,23 b 15,46 bc 41,64 a 43,33 a
HF -8,89 d  -3,58 d 9,49 ¢ 13,24 cd 2737 b 4485 a 52,28 a
Firmeza (N)
RB * 54,55 a 5533 a 49,33 a 42,30 ab 30,30 b 16,53 ¢ 0,00 d
Giombo 64,82 ab 66,03 a 62,98 52,33 b 58,07 ab 32,75 ¢ 0,27 d
Fuyu* 90,45 a 5525 b 4938 b 58,27 b 50,15 b 31,48 ¢ 1,45 d
HF 91,32 a 7192 b 58,63 bc 47,25 ¢ 7,53 d 0,31 d 0,02 d
Sélidos soluveis ("Brix)
RB 26,20 a 23,08 ab 20,22 b 20,97 b 21,30 b 22,03 b 22,95 ab
Giombo 20,55 a 21,00 ab 20,60 a 20,68 a 20,42 a 20,78 a 22,03 a
Fuyu 13,10 ¢ 14,27 bc 15,68 bc 15,80 bc 16,42 b 20,82 a 20,82 a
HF* 14,67 a 14,77 ab 14,58 a 14,15 a 16,00 a 19,23 a 17,57 a
Capacidade Antioxidante (% sequestro de DPPH)
RB 92,46 b 94,30 a 77,90 b 80,06 b 83,90 ab 73,02 b 12,60 ¢
Giombo* 95,86 a 94,51 a 78,08 e 83,31 bc 84,61 b 80,00 de 81,19 dc
Fuyu 82,65 a 42,64 b 32,96 ¢ 21,80 d 21,80 d 17,70 de 18,69 d
HF 5822 a 46,80 b 23,05 ¢ 14,62 cd 5,01 e 6,39 de 1,72 ¢
Taninos Soliveis (%)
RB 2,09 a 1,58 b 1,15 ¢ L,L15 ¢ 0,82 ¢ 0,44 d 0,04 d
Giombo 1,87 a 1,34 b 1,52 ab 1,52 ab 1,28 b 1,12 b 0,48 ¢
Fuyu* 0,29 a 0,13 b 0,13 b 0,12 b 0,10 bc 0,06 cd 0,05 d
HF 0,27 a 0,11 b 0,08 b 0,08 b 0,06 b 0,07 b 0,07 b

Misdiiasegavidas demessmadeletmindofcdiforenresitrels Pets destakiy TuRey3)o de probabilidade
+Thides SHEMASIRHRIDALRIIEE dR8X X0t 0
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Tabela 3 - Resumo da analise de variancia para firmezade polpa, sélidos soluveis, indice de
cor de polpa, indice de adstringéncia e tanino solivel em func¢do dos tratamentos
(A), temperatura (B) e tempo de armazenamento (C) em caquis ,Giombo’ em
2013 (capitulo 6)

Quadrado médio

Causas da GL Firmeza Sélidos indice cor indice de Tanino
.~ soluveis adstringéncia soluvel
variacao N) (°Brix) __ (1000.a)/(L.b) a,2, %,4,5) (2 10027
Apos retiradas do armazenamento refrigerado
Tratamentos (A) 2 697,59% 35,25% 0,34* 48,0* 1,27*
Temperatura (B) 2 3143,49* 162,53* 0,95% 1,69%* 0,04*
Tempo (C) 3 8998,70* 156,49* 8,04* 73,73%* 1,76*
Interacdo A x B 4 167,80* 57,85% 0,70% 0,19% 0,02*
Interacdo A x C 6 235,93% 56,23* 0,59* 6,54* 0,17*
Interagdo B x C 6 524,71* 151,40% 1,14* 1,42* 0,02*
Inter. AxBxC 12 168,11%* 53,13* 0,49%* 0,14* 0,01*
Residuo 105 11,27 0,780 0,05 0,04 0,01
C.V. (%) 10,82 481 14,22 8,37 8,67
Apos retiradas do armazenamento refrigerado e simulacio comercial de 5 dias
Tratamentos (A) 2 497,81%* 199,38* 1,66* 30,88* 1,01*
Temperatura (B) 2 375,41% 393,94* 1,65% 2,21% 0,02%*
Tempo (C) 3 15585,43* 1026,31% 16,47* 94,70* 1,97*
Interagdo A x B 4 117,89* 123,17* 1,10% 0,45% 0,02%*
Interagdo A x C 6 83,18* 68,79* 0,63* 5,78% 0,16*
Interagdo B x C 6 163,76* 304,76* 3,37* 1,36* 0,01*
Inter. AxBxC 12 25,07* 64,37* 0,63* 0,29* 0,01*
Residuo 105 8,87 0,155 0,04 0,07 0,01
C.V. (%) 14,31 2,41 15,15 11,24 8,54

* e ** valor significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade de erro, pelo teste F
GL = graus de liberdade, CV., = coeficiente de variagdo experimental
Dados ndo transformados
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Figura 1 - Caquis ,Giombo’ colhidos em fim de safra (julho de 2011) (A) e inicio de safra (abril de 2012) (B)
antes dos tratamentos de destanizagdo com etanol em diferentes tempos de exposicao (capitulo 4).

Figura 2 - Caquis ‘Giombo' apds a colheita em maio de 2012 (A) e caixa hermética utilizada para aplica¢dao de
etanol e 1-MCP (B) (capitulo 5)
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Figura 3 - Caquis ‘Giombo' tratados com etanol e 1-MCP e armazenados a 1, 5 e 10 = 1°C e 90% UR por 15, 25
e 35 dias + 5 dias de SC em 2013. A-B. Frutos recém-colhidos. C. Frutos somente destanizados e
armazenados a 5°C por 15 dias e SC de 5 dias com evidéncia de danos por frio. D. Detalhe de C. E.
Frutos somente destanizados ¢ armazenados a 5°C por 25 dias e SC de 5 dias com evidéncia de danos
por frio. F. Frutos destanizados e tratados com 1-MCP e armazenados a 1°C por 35 dias apds a
retirada da cdmara. SC= simulagdo comercial (capitulo 6)





