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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE RECOBRIMENTOS CONTENDO MICOSPORINA TIPO
AMINOACIDO (MAA) PARA O CONTROLE DE ESCALDADURA EM FRUTOS DE
LARANJEIRA (Citrus sinensis L.)

RESUMO - A laranja é um fruto amplamente produzido no Brasil e este é
bastante sensivel a ocorréncia de disturbios fisioldgicos, como a escaldadura causada
pela exposicdo a radiacdo solar, sendo um problema que afeta sua qualidade.
Tradicionalmente a ocorréncia desta injuria é contornada com a pulverizacdo dos
frutos com hidréxido de calcio, contudo esta pratica nem sempre é eficiente. Sabendo-
se da eficiéncia das micosporinas tipo aminoacido (MAA) como protecdo contra as
radiacfes ultravioleta (UV) em diversos organismos aquaticos e de sua adicdo em
protetores solares destinados a seres humanos e ndo havendo aplica¢fes visando ao
controle da escaldadura de frutos, este trabalho teve por objetivo desenvolver e
caracterizar emulsdes de base lipidica adicionada de MAA para uso na pré-colheita
dos frutos de laranjeira. Para o desenvolvimento e caracterizacdo das emulsfes foram
utilizadas as bases lipidicas (BL) 6leo de milho (OM) e de soja (OS) e as ceras de
carnauba (CC) e de abelha (CA) a 10% (m/v) A partir dos resultados de coloracao, pH,
condutividade, viscosidade, teor de matéria-seca (MS), solubilidade em agua, bem
como da estabilidade das emulses nos testes de centrifugacao, estresse térmico e
ciclos de congelamento e descongelamento, foi escolhida a emuls&o contendo CC e
hidroxido de aménio para a adicdo de MAA. Para isso foi utilizado o produto comercial
Helioguard™ 365 como fonte de MAA e este foi adicionado nas concentracdes de 0%,
1%, 2% e 4% (v/v) a emulsao de base lipidica. A incorporacdo de MAA nao afetou as
caracteristicas tecnolégicas da emulsdo, como também a estabilidade da mesma.
Destaca-se que com a adicdo de MAA foram observados aumentos na absorbancia
na regiao do UV-B (280 a 300 nm), o que possibilita o uso desta emulsdo como
barreira quimica para o controle da escaldadura. Visando confirmar a eficiéncia dessa
emulsdo em condi¢cdes de campo, emulsdes contendo 0%, 1%, 2% e 4% (v/v) de
Helioguard™ 365 foram aplicadas na pré-colheita de frutos de laranjeiras das
cultivares ‘Hamlin’, ‘Pera-rio’ e ‘Valéncia’, em intervalos de 21 dias a partir da primeira
aplicacao. Foi utilizado como controle positivo a aplicacdo de hidréxido de célcio a 5%
e 0 como controle negativo os frutos ndo tratados. Apesar das emulsdes terem
apresentado aumentos de absorbancia no UVB, a adicdo de MAA nao resultou no
controle da escaldadura. Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas
significativas para a maioria dos parametros fisico-quimicos analisados, bem como
para os parametros referentes ao metabolismo oxidativo, com excecao da coloragéo
e dos teores de sdlidos soluveis e acido ascorbico para as trés cultivares. Desta forma,
0 uso de MAA nas concentracdes testadas foram pouco eficientes no controle de
escaldadura em frutos de laranjeira.

Palavras-chave: Caracterizacdo, emulséo, estabilidade, Helioguard™ 365, Porphyra
umbilicalis



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF COATINGS CONTAINING MYCOSPORIN-LIKE AMINO ACID
(MAA) FOR THE CONTROL OF SUNSCALD IN ORANGE FRUIT (Citrus sinensis
L)

ABSTRACT - Orange is a fruit widely produced in Brazil and it is very sensitive
to the occurrence of physiological disorders, such as sunscald caused by the exposure
to solar radiation, being a problem that affects the quality of this fruit. Traditionally, the
occurrence of this injury is controlled by spraying the fruits with calcium hydroxide,
however this practice is not always efficient. Knowing the efficiency of the
mycosporine-like amino acids (MAA) as a protection against ultraviolet (UV) radiation
in several aquatic organisms and their incorporation into sunscreens intended for
humans, and as there are no applications aimed at controlling fruit sunscald, the
objective of this study was to develop and characterize lipid-based emulsions
containing MAA for use in the pre-harvest of orange fruits. For the development and
characterization of the emulsions, lipid bases (BL), corn oil (OM) and soybean oil (OS)
and carnauba wax (CC) and beeswax (CA) were used at 10% (w/v). From the results
of color, pH, conductivity, viscosity, dry matter (DM) content, water solubility, as well
as the stability of the emulsions in the centrifugation tests, thermal stress and freezing
and thawing cycles, the emulsion containing CC and ammonium hydroxide was elected
for the addition of MAA. For this, the commercial product Helioguard ™ 365 was used
as a source of MAA and this was added in concentrations of 0%, 1%, 2% and 4% (v/v)
to the base emulsion. The incorporation of MAA did not affect the technological
characteristics of the emulsion, as well as its stability. It is noteworthy that with the
addition of MAA, increased the absorbance in the UV-B region (280 to 300 nm), which
makes it possible to use this emulsion as a chemical barrier to control sunscald. In
order to confirm the efficiency of this emulsion under field conditions, emulsions
containing 0%, 1%, 2% and 4% (v / v) of Helioguard ™ 365 were applied in the pre-
harvest of orange of the cultivars' Hamlin '," Pera-rio 'and' Valencia ', at intervals of 21
days from the first application. The application of 5% calcium hydroxide was used as
a positive control and the untreated fruits as a negative control. Although the emulsions
showed increases in UV-B absorbance, the addition of MAA did not result in the
sunscald control. Likewise, no significant differences were observed for most of the
analyzed physical-chemical parameters, as well as for parameters related to oxidative
metabolism, except for the color and content of soluble solids and ascorbic acid for the
three cultivars. Thus, the use of MAA in the tested concentrations was not efficient in
the control of sunscald in orange fruits.

Keywords: Characterization, emulsion, stability, Helioguard ™ 365, Porphyra
umbilicalis
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calcio 5% m/v) e negativo (sem coberturas). (A) luminosidade - L*, (B) angulo hue - °h
e (C) cromaticidade — croma. Médias seguidas com letras diferentes sé&o
estatisticamente diferentes pelo teste de compara¢des multiplas usando o ajuste de
multiplicidade de Tukey (P<0,05). As barras representam o desvio padrdo de 6
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(hidréxido de calcio 5%) e negativo (sem cobertura). Os meios com letras diferentes
sdo estatisticamente de acordo com multiplas comparagbes usando o ajuste de
multiplicidade de Tukey (P<0,05) ......ooiiiiiiiiiieeee e 70
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducao

O Brasil € o maior produtor mundial de laranjas, bem como o maior exportador
de suco de laranja concentrado (Associacdo Nacional dos Exportadores de Sucos
Citricos - CitrusBR, 2020, FAOSTAT, 2017). Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), em 2019 a producéo brasileira de laranjas foi de 17
milhdes de toneladas de frutos colhidos em uma &rea de aproximadamente 600 mil
hectares, sendo o estado de Sdo Paulo responsavel pelo maior percentual produtivo
dos frutos e de exportacdo de suco de laranjas doce, destacando-se as cultivares
‘Hamlin’, ‘Pera-Rio’ e ‘Valéncia’ (Associacdo Nacional dos Exportadores de Sucos
Citricos - CitrusBR, 2020; IBGE, 2019; Fava Neves et al., 2011). Apesar da exportacao
de suco concentrado ser responsavel pelo maior percentual de renda desta cadeia
produtiva, em menor escala a exportacéo de frutos in natura vem contribuindo para a
geracdo de renda para a cultura dos citros (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI &
FRUTI, 2019; Associacdo Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos - CitrusBR,
2020).

A laranjeira (Citrus sinensis L.) € uma espécie frutifera originaria de regides de
climas tropical e subtropical, todavia a ocorréncia de disturbios fisiolégicas que se
desenvolvem devido a exposicdo ao excesso de radiacdo solar, associada a
temperatura elevada, em qualquer estagio de desenvolvimento vegetal, pode resultar
na queima de partes das plantas como troncos, galhos, folhas e frutos. Estas lesdes
sdo conhecidas como escaldaduras ou queimaduras (sunscald ou sunburn) e sao
disturbios fisiolégicos que resultam na descoloracdo da epiderme (branqueamento),
amarelecimento, seguido de escurecimento e necrose do tecido vegetal. Desta forma,
0 excesso de radiacédo solar e de temperaturas elevadas nas superficies dos frutos
ocasiona alteragfes dos pigmentos presentes nas células, produzindo manchas e, em
casos mais severos, a morte celular e necrose dos tecidos (Chabbal et al., 2014; Liu
e Fan,2015; Farag et al., 2019).

A alta incidéncia de radiacao solar e de temperatura elevada durante a etapa

de crescimento pode induzir a um estresse fotoxidativo dos pigmentos dos tecidos da



epiderme quando h4 uma absorcao de energia luminosa em excesso pelas estruturas
de captacgdo de luz. Assim ocorre a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO),
resultando na fotoxidacéo, degradacao de estrutura celulares e, consequentemente,
desenvolvimento dos sintomas de escaldadura (Naschitz et al., 2015; Torres et al.,
2016; Rodriguez et al., 2019). A escaldadura ocorre nas mais diversas espécies
frutiferas e nos mais diferentes graus de intensidade, entretanto, independentemente
da gravidade deste disturbio, esta pode gerar grandes perdas econdémicas, pois 0s
frutos com sintomas de escaldadura ndo atendem aos padrdes de qualidade dos
frutos destinados ao mercado interno e externo, além de terem seu valor nutricional e
funcional reduzidos (Tsai et al., 2013; Ambrozy et al., 2016; Torres et al., 2016).

Tradicionalmente o controle da escaldadura em frutos é realizado com a
pulverizacdo das plantas e frutos com solu¢des de hidroxido de calcio Ca(OH)2 ou
carbonato de célcio (Glenn & Puterka, 2005). O principio do uso destas solucbes se
relaciona a formagdo de um filme branco de particulas minerais sob os tecidos
vegetais que bloqueia e reflete parte da radiacdo solar e reduz a temperatura na
superficie dos frutos, o que reduz a probabilidade do desenvolvimento da escaldadura
(DPI, 2006).

Todavia, 0 uso destas solucBes é pouco eficiente, pois estas podem ser
removidas por ocasido de chuvas e/ou aplicacdo de tratamentos fitossanitarios,
podem levar a danos ao meio ambiente e podem gerar danos aos frutos quando em
concentracdes elevadas (Lopes et al, 2014). Soma-se a isso, com o surgimento do
Greening, também conhecido como Huanglongbing ou HLB, € necessario pulverizar
os pomares periodicamente (10 — 15 dias) o que pode lavar a cobertura formada pelo
caulim. Desta forma, é importante o desenvolvimento de alternativas visando ao
controle da escaldadura causada pelo excesso de radiacdo solar. Dentre os métodos
desenvolvidos, pode citar o ensacamento dos frutos (Hofman et al., 1997), uso de
redes protetoras (Lal & Sahu, 2017) e pulveriza¢cdes com acido ascoérbico (Andrews et
al., 1999; Johnson et al., 1999), argilas (DPI, 2006) e produtos dissolvidos em ceras,
tais como o Raynox® (Schrader, 2011), entre outros. Apesar de eficientes, todos estes
métodos apresentam desvantagens e ha a necessidade de se desenvolver

substancias protetoras que sejam menos onerosas, apresentem menor toxidez ao



meio ambiente e para as plantas, consumidores e que sejam quimicamente estaveis
as condicbes a que os frutos ficam expostos no campo de producéo.

Um composto organico que poderia ser utilizado visando ao controle da
escaldadura seria os aminoacidos tipo micosporina (MAA). Segundo Fernandes et al.
(2015), os MAA sao substancias protetoras naturais aos raios solares sintetizados por
uma ampla variedade de organismos marinhos, por exemplo, microrganismos
aguaticos e algas. Os MAA atuam no mecanismo de defesa e protecdo contra 0s
efeitos nocivos da radiacao ultravioleta (UV). Quimicamente, os MMA séo substancias
formadas por um anel de aminociclohexenimina conjugado com o radical nitrogénio
de um aminoécido.

Estes apresentam a capacidade de absorver a radiacéo solar irradiada entre os
comprimentos de onda 310 e 360 nm sob a forma de calor sem produzir ERO, o que
ajuda a dissipar o0 excesso de energia interrompendo cadeia de transporte de elétrons,
além de inibir a formacao de fotoprodutos como o fotodimeros 6-4PPs (6-4 Pirimidina-
Pirimidona) (Helbling et al. 2004; Libkind et al., 2005; Garinis et al., 2006).

Além de atuarem como “protetores solares” em organismos aquaticos devido a
capacidade de absorcdo em diferentes regides do espectro UV, que varia conforme
as estruturas moleculares e consequente os tipos de MAAs (Singh et al., 2008), estes
compostos dissipam a energia irradia de modo eficiente sem comprometer as
estruturas celulares. Assim, tem sido sugerido que os MAAs podem agir como
antioxidantes, pois estes compostos proporcionam certa protecao contra o estresse
fotoxidativo induzido pelas EROs (Dunlap & Yamamoto, 1995), o que pode contribuir
para o controle da escaldadura em frutos. Os MMAs vém sendo explorados
comercialmente na forma de produtos para cuidados para a pele expostas ao sol e
em outros materiais nao biolégicos (BandarAnayake, 1998). Desta forma, analogos
sintéticos foram desenvolvidos para finalidades comerciais (Dunlap et al., 1998), tais
como a micosporina-glicina e o 3-alquilamino2metoxiciclohex-2-enonas (Dunlap &
Chalker, 1986). Todavia, ndo foram encontradas aplicagcdes dos MAAs para o controle
de escaldaduras em frutos.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi verificar a capacidade
fotoprotetora de recobrimentos de base lipidica contendo micosporina tipo aminoacido

(MAA) para uso na pré-colheita dos frutos de laranjeira, sendo estes comparados com



a pulverizagcbes com Ca(OH)z2 e, por objetivos especificos avaliar a qualidade e
determinar os biomarcadores relacionados aos aspectos quimicos e bioquimicos

como indicadores de estresse dos frutos submetidos a estes tratamentos.
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Capitulo 4 — Consideracgdes Finais

Tendo em vista a problematica exemplificada no presente estudo pelo
desenvolvimento do disturbio fisiolégico que resulta na escaldadura ou queimadura
solar nos frutos e, consequentemente, em perdas ainda na pré-colheita de produtos
horticolas, explana a necessidade pela busca de métodos outros para a realizagéo
de um controle efetivo desta injaria. Sabendo-se do amplo uso de barreiras fisicas
para esta finalidade, sendo estas onerosas e/ou pouco eficientes, bem como a
guantidade limitada de informac¢des sobre a utilizacdo de barreiras quimicas para
controle do desenvolvimento de escaldadura em produtos horticolas, ha a
necessidade de estudos para o desenvolvimento de produtos quimicos fotoprotetores
para os vegetais.

Apesar do conhecimento sobre a eficacia de compostos como as micosporinas
tipo aminoacidos (MAA) oriundos de organismos aquaticos como fotoprotetores
naturais, sua extracao é dificil e demorada. Isto levou a necessidade de se utilizar o
produto comercial o Helioguard 365 como fonte de MAA para a producdo das
coberturas que atuassem como uma barreira quimica a radiacéo solar. O veiculo para
a aplicacdo das MAAs foi as emulsdes lipidicas a base de cera de carnauba, pois
esta apresentou propriedades hidrofobicas para aplicacédo do fotoprotetor. Ainda que
as gualidades fisico-quimicas e de estabilidade das emulsdes tenham sido
adequadas e satisfatérias, bem como sua atividade fotoprotetora comprovada através
de avaliacdo espectrofotométrica, esta ndo foi suficiente para impedir os efeitos
deletérios do excesso de radiacdo solar ante sua aplicacdo pré-colheita nos trés
cultivares de laranjeiras, ‘Hamlin’, ‘Pera-Rio’ e ‘Valéncia’'.

Com base nos resultados obtidos, o uso do produto fonte de MAA, assim como
o hidroxido de célcio, tratamento tradicional para o controle de escaldadura, foram
pouco eficientes inibindo o desenvolvimento da injaria. Com o escurecimento dos
recobrimentos ante exposicdo a radiacdo solar, presumidamente em funcdo da
oxidacao dos lipideos da base lipidica, que podem ter influenciado e favorecido a
inducgéo da escaldadura nos frutos.

Estes resultados indicam a necessidade de mais estudos e testes visando o

controle deste disturbio fisiolégico, bem como do uso de novas formula¢cdes com
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capacidade fotoprotetora, além de outros veiculos de aplicagdo destes compostos, no
sentido de possivelmente encontrar cobertura de maior eficiéncia para aplicacdo nos

frutos sem prejudicar a qualidade dos mesmos.





