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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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Figura 3. Marcadores bioquimicos: (A) teor de malondialdeido (MDA), (B) proteina,
(C) atividade da ascorbato peroxidase (APX) e (D) superéxido dismutase (SOD) dos
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Figura 4. Avaliagédo da incidéncia de escaldadura e coloracao dos frutos de laranjeira
‘Pera-Rio’ tratados com emulsées contendo 0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard™ 365
(fonte de micosporina tipo aminoacido - MAA) e dos controles positivo (hidréxido de
calcio 5% m/v) e negativo (sem coberturas). (A) luminosidade - L*, (B) angulo hue - °h
e (C) cromaticidade — croma. Meédias seguidas com letras diferentes sé&o
estatisticamente diferentes pelo teste de comparagdes multiplas usando o ajuste de



multiplicidade de Tukey (P<0,05). As barras representam o desvio padréo de 6
(=T 011 (o011 72
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Figura 6. Marcadores bioquimicos: (A) teor de malondialdeido (MDA), (B) proteina,
(C) atividade da ascorbato peroxidase (APX) e (D) superéxido dismutase (SOD) dos
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Figura 7. Avaliacdo da incidéncia de escaldadura e coloracéo dos frutos de laranjeira
‘Valéncia’ tratados com emulsdes contendo 0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard™ 365
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Figura 8. Caracterizacao fisico-quimica: (A) massa, (B) rendimento de suco, (C) pH,
(D) acidez titulavel (AT), (E) teor de solidos soluveis (TSS), (F) ratio e (G) teor de acido
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Figura 9. Marcadores bioguimicos: (A) teor de malondialdeido (MDA), (B) proteina,
(C) atividade da ascorbato peroxidase (APX) e (D) superéxido dismutase (SOD) dos
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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 pulverizagbes com Ca(OH)2 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.

2. Revisao de Literatura

2.1. Panorama da fruticultura brasileira

A fruticultura brasileira gerou R$ 36,34 bilhdes de reais em 2018 (IBGE, 2019),
com uma producéo de frutos superior a 37,2 milhdes de toneladas. Esta producéao foi
em sua maioria oriunda de espécies tropicais e subtropicais, como a laranja, banana,
acai, limdo, manga, entre outros. Este alto potencial produtivo, seja pela boa
adaptacédo das espécies vegetais ou pelas condi¢bes edafocliméticas do pais, fazem
do Brasil o terceiro maior produtor mundial de frutiferas, estando abaixo apenas da
China e india (FAOSTAT, 2018).

Com maior volume produzido, estando muito superior aos dos demais frutos, a
elevada producgédo nacional coloca o Brasil como lider do ranking de producdo mundial
de laranjas (FAOSTAT, 2017). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), em 2019 a producdo brasileira de laranjas ultrapassou os 17
milhdes de toneladas de frutos colhidos em uma area de producéo de mais de 600 mil
hectares, dos quais pouco mais 77% da producao nacional se originaram do estado
de Séo Paulo (IBGE, 2019).

Referente a exportacdo brasileira de frutos, em 2018 esta foi de 848 mil
toneladas de frutas frescas, secas e processadas, o que resultou em um valor
arrecadado superior a US$ 785 bilhdes. Deste volume, 26,07 mil toneladas resultaram
em US$ 11 milhdes em exportacdo de frutos de laranjeiras frescos ou secos,
corresponde a exportacdo, ndo estando incluido neste montante a principal fonte de
exportacdo, o suco de laranja concentrado (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI &
FRUTI, 2019).

Com tal potencial para producéo, valorizacdo e comercializacdo, seja pelos
frutos in natura destinados ao consumo interno ou pelo processamento e exportagcéo

do suco concentrado, a laranja permanece a frente como um dos frutos de maior



interesse econOmico visto as demandas de consumo, assim, se torna uma das
culturas de maior interesse no setor agrario de frutiferas do pais, o que leva a maior
necessidade de investimento em tecnologias que auxiliem no fornecimento de frutos
com qualidade diferenciada, de modo a atender as exigéncias, cada vez mais

elevadas, do mercado consumidor.

2.2. Alaranjeira

Dentre as muitas espécies citricas de interesse econdmico, as laranjeiras
(Citrus sinensis L.) se destacam em importancia no Brasil, devido ao seu potencial de
geracdo de renda oriundo da comercializacdo dos frutos frescos para o mercado
consumidor interno e da exportacdo do suco concentrado (ANUARIO BRASILEIRO
DE HORTI & FRUTI, 2019; Associacao Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos
- CitrusBR, 2020).

Acredita-se que a regiao de origem dos citros seja o0 Sudeste asiatico, incluindo
0 oeste da Ardbia ao leste das Filipinas e dos Himalaia até o Sul da Indonésia ou
Austrélia. Nesta vasta area, supde-se que o Nordeste da india e Norte de Burma seja
o centro de origem, mas recentemente algumas evidéncias sugerem que a provincia
de Yannan na China possa ser importante em funcédo da diversidade de espécies
encontradas e os sistemas de rios que podem ter propiciado a dispersao em direcéo
ao Sul (Davies & Albrigo, 1994). Estes relatos corroboram com a classificacdo
proposta por Vavilov (1950) para os centros de origem das plantas cultivadas, ou seja,
gue os citros sao originarios do segundo grande centro, o Indiano e do centro Chinés.

As laranjeiras foram introduzidas em outras regifes provavelmente seguindo
as mesmas rotas de introducdo da cidra (Citrus medica L.) na Europa durante o
periodo Romano. Estes usavam estufas para cultiva-las e com o desaparecimento e
gueda do Império Romano, as laranjeiras foram reintroduzidas na Europa em 1425
por mercadores Genoveses (Davies & Albrigo, 1994). Da Europa a laranjeira, e outras
espécies de frutos citricos, foram distribuidas para diversas regides tropicais e
subtropicais do globo (Gmitter e Hu; 1990; Lopes et al., 2011; Liu et al., 2012).

No Brasil, as primeiras introducbes de plantas citricas ocorreram na Bahia

pelos Portugueses e ha relatos que em 1540 ja existiam laranjais espalhados por todo



o litoral, de Norte a Sul deste estado. Similarmente no estado de S&o Paulo, na regiao
de Cananéia, também existiam pomares em produc¢éo neste periodo. Posteriormente,
em 1920, na regido de Limeira, iniciaram-se 0s primeiros ndcleos citricolas, que entre
1930 a 1939, representaram a primeira fase aurea da citricultura (Moreira, 1981).

O fruto da laranjeira € uma baga, hesperidio, carnosas, com tamanho variado
e formato globoso, além de possuirem caracteristicas préprias muito atrativas como o
aroma e sabor que variam entre notas de dogura e acidez, que se relacionam aos
teores de &cidos titulaveis e solidos solluveis (principalmente acglcares e acidos
organicos). Estes frutos apresentam ainda coloracdo atraente e sédo fontes de
nutrientes importantes para a satde humana, com teores elevados de vitaminas e
compostos antioxidantes a exemplo da vitamina C e carotenoides, que os fazem ser
amplamente apreciados tanto no mercado interno como externo, seja para consumo
de forma in natura ou processada (Lemos et al., 2012; Flora Do Brasil, 2020).

Anatomicamente, estes os frutos apresentam casca pigmentada em funcao da
presenca de clorofilas e carotenoides, além de conter grande quantidade de
compostos lipidicos volateis como 6leos essenciais, denominada flavedo que
corresponde ao exocarpo do fruto da laranjeira. Internamente, se observa um tecido
esbranquicado de espessura que varia de acordo com as espécies, cultivares e
condicdes climaticas, de aspecto esponjo denominado albedo, sendo composto por
células do mesocarpo (Sadka et al., 2019; Oliveira et al., 2021). A presenca de
pigmentos na porcéao do flavedo dos frutos se deve ndo apenas ao seu carater atrativo
ou como indicador da maturacéo destes, mas também como atenuantes da radiacéo
solar incidida que, na possivel sua auséncia destes compostos antioxidante de agéo
fotoprotetora, pode promover a ocorréncia de danos celulares severos (Chitarra e
Chitarra, 2005).

Com dezenas de tipos diferentes, as laranjeiras conhecidas como laranjeiras
doces, cujos frutos sdo usados principalmente para 0 consumo in natura e para a
industria (suco), dado sua baixa acidez, além de sabor doce e agradavel, sdo em sua
maioria destinados ao comércio exterior e compreende cultivares precoces, como a
‘Hamlin’, de meia estagao, como a ‘Pera-Rio’, e tardias como a ‘Valéncia’ (Lemos et
al., 2012; Pereira et al.,2014; Bastos et al., 2014; Akusu e al., 2016; Akinde et al.,
2017).



Apesar desta espécie ser originaria de regides de climas tropical e subtropical,
e por consequéncia, se encontrarem bem adaptadas ao clima brasileiro, apresentando
percentual produtivo significativo, a laranjeira pode ter a producéo e qualidade de seus
frutos afetada em funcdo da influéncia de parametros climaticos, tais como:
temperatura, umidade e radiagdo solar. Estes podem levar ao desenvolvimento de
injurias ou desordens fisioldégicas que comprometem a comercializacédo destes frutos
e, por conseguinte, levar a perdas pré e pés-colheita que afetam negativamente a
oferta destes frutos (Kitinoja e Kader, 2015; Mari et al., 2014; De Moura Guerra et al.,
2017; Farag et al., 2019).

Assim, além de reduzir os ciclos até a producao e proporcionar materiais de
propagacdo de alta qualidade, também buscando aumentar a resisténcia das plantas
aos fatores ambientais deletérios e reduzir a suscetibilidade ao desenvolvimento de
injurias ou a inducédo de estresses nos frutos, a producdo de mudas de laranjeiras é
realizada através de enxertias utilizando porta-enxertos compativeis, de
caracteristicas desejaveis e resistentes a certas condi¢des climaticas adversar, como
no caso das cultivares ‘Hamlin’ (precoce), ‘Pera Rio’ (meia estacdo) e 'Valéncia'
(tardia) e porta-enxertos de citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi Macfad. x Poncirus
trifoliata (L.), limdo ‘Cravo’ (Citrus limonia Osb.) e citrumelo ‘Swingle’, entre outros,
gue apresentam de moderada a boa tolerancia a seca e favorecem a producéo de
frutos de maior qualidade nas copas enxertadas (Emmanouilidou & Kyriacou, 2017,
Donadio et al., 2019; Martins et al, 2020).

2.3. Desordens fisiolégicas - escaldadura

As injarias e/ou desordens que podem vir a se manifestar nos diferentes frutos,
ocorrem de formas distintas quanto a sua natureza, ou seja, estas podem ser de
ordem fisiolégica, biologica e/ou fisica. Independentemente desta classificacdo, as
ocorréncias de tais danos podem se manifestar a qualqguer momento ao longo do
desenvolvimento dos frutos e/ou na cadeia produtiva, inviabilizando assim a
comercializacao destes frutos (Cenci et al.,1997; Chitarra e Chitarra, 2005; Fischer et
al., 2007).



Dentre as injarias existentes, 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 sdo disturbios fisiolégicos que resultam na descoloracdo da epiderme
(branqueamento), amarelecimento (fotoxidagdo dos pigmentos), seguido de
escurecimento e necrose do tecido vegetal. Desta forma, o excesso de radiacdo solar
e de temperaturas elevadas nas superficies dos frutos ocasiona alteracfes dos
pigmentos presentes nas células, produzindo manchas e, em casos mais severos, a
morte celular e necrose dos tecidos vegetais (Chabbal et al., 2014; Lopes et al., 2014;
Liu e Fan, 2015; Farag et al., 2019).

A alta incidéncia de radiacdo solar e de temperatura elevada durante a etapa
de crescimento pode induzir a um estresse fotoxidativo dos pigmentos dos tecidos da
epiderme, ou seja, quando ha uma absor¢do de energia luminosa em excesso pelas
estruturas de captacdo de luz ocorre a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), resultando na foto-oxidacdo além da degradacdo de estrutura celulares e,
consequentemente, nos sintomas de queimaduras solares (Naschitz et al., 2015;
Huan et al., 2016; Torres et al., 2016; Rodriguez et al., 2019).

Embora o flavedo dos frutos apresente componentes, pigmentos, que podem
atenuar a energia oriunda da radiacdo solar incidida sobre este tecido, em alguns
casos a desordem desencadeada pela ocorréncia de um estresse severo pode levar
ao desenvolvimento de distarbios fisiologicos. Nos frutos que apresentam
predominancia de clorofilas na epiderme, a desordem mediante excesso de radiacéo
promovendo foto-oxidacdo e/ou foto inibicdo, bem como o desenvolvimento de
distirbios secundarios com o aumento da temperatura interna dos frutos que pode
levar a desordens de processos metabdlicos essenciais, induzir ou expor outros
pigmentos de acdo antioxidante, como os carotenoides, a processos fotoxidativos.
Assim, ao ndo atuarem efetivamente com suas capacidades protetoras, 0s sintomas
dos disturbios séo exteriorizados, surgindo assim a escaldadura (Chitarra e Chitarra,
2005).

As plantas e seus frutos quando submetidas a condigdes de estresse abibticos

(excesso de radiagdo solar, levadas temperaturas, déficit hidrico, entre outros), de



modo geral sdo capazes de ativar sistemas de defesa mediante sinalizacdes
decorrentes de modificagBes fisiolégicas induzidas pela ocorréncia de estresses
secundarios como a producéo excessiva de EROs e de outros compostos oxidativos
(Maurer et al., 2017; Wang et al., 2019).

Os sistemas de defesa antioxidante atuantes nos vegetais podem ser
enzimaticos, que mediante a atuagdo combina de diferentes enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), entre
outras, converter moléculas toxicas de EROs em formas menos prejudiciais as células
(Racchi, 2013; Maurer et al., 2017; Wang et al, 2019). Ja o sistema de defesa nao-
enzimético, é formado de componentes de baixo peso molecular como as vitaminas
C (ascorbato) e E (a-tocoferol) e pigmentos como os carotenoides, cuja funcao se
relaciona, principalmente, a foto protecéo das células, impedindo processos oxidativo
como a geracdo de EROs e a peroxidacéo lipidica (Marti et al., 2009; Racchi, 2013).
Contudo, quando o nivel de estresse excede o limite de atuacdo do sistema
antioxidante, tem-se entdo o desenvolvimento dos disturbios fisiologicos.

Ao se desenvolver em diversas espécies frutiferas e nos mais diferentes graus
de intensidade, a escaldadura, independentemente da gravidade de seu
desenvolvimento, pode gerar grandes perdas econOmicas, pois os 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; Ambrézy et al., 2016; Torres et al., 2016).

Diferentemente de estruturas especializadas para realizar a atividade
fotossintética como as folhas, que devido a composicao celular de suas estruturas,
sdo mais eficientes na captacédo, utilizacdo e dissipacdo da radiacdo luminosa, os
frutos em sua maioria, ndo apresentam mecanismos e estruturas de resisténcia
eficientes e destinados a promover o controle da ocorréncia de disturbios induzidos
pela radiacéao solar, levando assim a danos econémicos em culturas diversas como,
maca, manga, videira, citros (Schrader et al., 2003; Ennab et al., 2017; El- Tanany et
al., 2019). Sendo entdo os frutos mais severamente afetados devido a uma maior
suscetibilidade a ocorréncia das queimaduras solares, se comparados a outros 6rgaos
vegetais, se faz necessaria a busca por alternativas que promovam o controle da

escaldadura.
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2.4. Estratégias de controle da escaldadura

Determinante de perdas econdmicas no decorrer da cadeia produtiva,

Q

escaldadura sendo um disturbio induzido pela combinacdo de radiacdo solar e
temperaturas elevadas que afeta as atividades fisiolégicas dos vegetais, é
tradicionalmente controlada pelo uso de barreiras fisicas que tem por objetivo impedir,
reduzir ou refletir a radiacdo solar incidente sobre a superficie dos produtos horticolas,
mas que em alguns casos podem apresentar eficiéncia reduzida ou serem onerosas
do ponto de vista econdmico (Weerakkody et al., 2010; Ennab et al., 2017).

Dentre as barreiras fisicas, a eficiéncia de telas de sombreamento no controle
da radiacao solar as potencializam para serem utilizadas no controle de escaldadura,
mas principalmente com os objetivos de controlar as condicbes micro ambientais de
iluminacgéo, permitindo uma maior ou menor passagem da luz solar, variando com as
especificacdes de cada tela protetora e de acordo com as necessidades da espécie
vegetal cultivada (Mahmood et al., 2018; Rodrigues et al., 2019).

Em especial para as plantas que exigem horas de luz distintas ou intensidade
luminosa especifica, a luminosidade com uso de telas deve ser monitorada e ajustada
para atender as necessidades da espécie vegetal em cada estdgio de
desenvolvimento. O uso de tais cobertura pode ainda ter por objetivo, a protecao fisica
contra a acao de agentes climaticos deletérios, como a exemplo do uso de redes foto
seletivas antigranizo, que apesar de ndo terem como finalidade principal o controle do
distarbio fisiolégico, podem ser adaptadas para uso em algumas culturas de modo a
reduzir a ocorréncia de escaldadura (Reig et al.,2020). Embora de eficiéncia
comprovada, o uso de tal medida exige a implementacdo de uma estrutura
diferenciada e particular, o que possivelmente eleva os custos de sua implementacao
utilizacdo e consequentemente pode onerar a producgéao.

Semelhantemente as telas de sombreamento, o0s revestimentos podem
apresentar finalidades diversas quando aplicados na pré-colheita de produtos
horticolas. Estes podem ser utilizados para o controle de patégenos e manutencéo de
gualidade, bem como no intuito de formar barreiras a passagem ou reflexdo da

radiacdo solar, como argilas, caulim e dioxido de titanio (TiOz). Desta forma, os
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revestimentos ou coberturas podem ser utilizados no controle do desenvolvimento da
escaldadura (Zaky, 2018; Anaya-Esparza et al., 2020; Sarooghinia et al., 2020).

A acdo dos revestimentos compostos por suspensdo de materiais refletores
como o caulim e 6xido de titanio (TiOz2), se baseia na evaporacgdo da parte liquida da
suspensao, geralmente com base em agua, que apds aplicagdo na pré-colheita sobre
os frutos, evapora, permanecendo sobre a superficie apenas a fragdo solida,
formando uma cobertura clara, que funciona bloqueando e/ou refletindo a luz solar
irradiante, protegendo as células vegetais dos resultados mais nocivos da radiacéao
(Hosseinabad & Khadivi, 2019; Sarooghinia et al., 2020). Os usos das coberturas
formadas a partir de suspensdes, em geral devido a sua solubilidade em agua, podem
apresentar maior suscetibilidade a serem removidas na ocorréncia de chuvas ou
mediante realizacdo de tratos culturais.

De uso recorrente nos sistemas de cultivo de paises como China e Japdao, que
possuem tradicdo no que se refere a oferta de produtos com qualidade diferenciada,
0 ensacamento de frutos, principalmente os de maior sensibilidade como péssego,
maca e uva, € uma barreira fisica de protecdo ndo apenas para o controle do
desenvolvimento de escaldadura, como também promove efeitos positivos no controle
de pragas, além de reduzir danos mecanicos e potencialmente promover a
manutencao da aparéncia e consequente qualidade do frutos, permitindo melhores
valores de mercado (Islam et al., 2017; Hamedi et al., 2019).

Estas e outras estratégias e métodos fisicos de controle da ocorréncia das
gueimaduras solares podem ser utilizadas nos diferentes pomares cultivados,
entretanto, assim como qualquer outro processo implementado, podem apresentar
desvantagem como a reducédo da eficiéncia ou custos elevados, sendo a escolha e
utilizacdo dos métodos dependente da capacidade de sua implementacdo pelos
produtores e relacao custo/beneficio de seu uso.

No que se refere ao estudo da utilizacdo de barreiras quimicas para o controle
do desenvolvimento do disturbio escaldadura, este ainda séo limitados se comparado
as pesquisas de utilizacdo de barreiras fisicas, ndo havendo avaliacdo do uso de
compostos foto protetores como as micosporinas tipo aminoacidos (MAAS) que em

oposicao ao impedimento ou reflexdo da radiacédo solar das coberturas de acgéo fisica,
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possivelmente podem atuar reduzindo a energia da radiacdo irradiante e
consequentemente, seus efeitos deletérios (Bhatia et al., 2011).

2.5. Recobrimentos

Face aos prejuizos gerados pelas manifestacdes das injarias na pré e pos-
colheita, fica evidente a necessidade de protecdo dos frutos, ndo apenas com a
implementacdo de métodos para a protecdo, mas também como conservadores dos
atributos da qualidade adquiridos durante a producdo. Assim, ao longo das Ultimas
décadas tem-se ampliado os estudos sobre a criacao e utilizacdo de recobrimentos
no setor de producao agricola, principalmente na fruticultura.

De modo geral, os recobrimentos quando utilizados nos setores alimenticios
podem ser definidos como embalagens primérias, compostas em sua maioria por
substancias quimicas e/ou naturais que quando aplicados sobre a superficie dos
frutos formam uma camada, com o intuito de protegé-los contra danos, atuando como
uma barreira a acao de agentes externos e auxiliar na manutencéo de sua qualidade,
sendo biodegradaveis e seguros para o consumo (Acevedo-Fani et al., 2015; Galus e
Kadzinska, 2015; Yimenu et al., 2017; Zambrano-Zaragoza et al., 2018).

Elaborados a partir de matérias-primas diversas, 0s recobrimentos
biodegradaveis sao formulados ante a identificacdo e tentativa de solucionar os
problemas de qualidade, sanidade e/ou tempo de prateleira que interferem na
aceitacao de produtos do género alimenticio, principalmente produtos horticolas como
frutos e hortalicas, pelos consumidores, além de buscarem atender a novas
demandas de mercado, com o aumento da procura por produtos naturais (Chiumarelli
e Hubinger, 2014; Motamedi et al., 2018; Zambrano-Zaragoza et al., 2018; Hasan et
al., 2020; Wu et al., 2019).

Os recobrimentos séo produzidos a partir de polissacarideos (amidos, celulose,
quitina, etc), lipidicos (6leos e ceras) e proteinas (colageno, caseina, etc) que
compdem as diferentes matrizes para a elaboracéo das formula¢ges biodegradaveis.
Em funcdo de sua composicdo, estes podem conferir caracteristicas como
plasticidade, hidrofobicidade e resisténcia, além de funcbes especificas como a

formacao de barreiras para reducdo da perda de agua e atividade respiratoria, como
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pontos principais de qualidade dos revestimentos (Singh et al., 2016; Oh et al., 2017,
Minh et al., 2019). Além disso, essas matrizes possibilitam a incorporacéo de outros
componentes que frente as necessidades, podem proporcionar qualidades adicionais
como promotores de sanidade (atividade antimicrobiana e barreiras protetoras), ou
ainda enriquecimento nutricional e/ou funcional do produto (adicdo componentes
benéficos aos consumidores, processamento) (Oh et al., 2017; Minh et al., 2019;
Sharma et al., 2019; Pella et al., 2020).

2.5.1. Base lipidica

Utilizados como componentes na confeccdo de recobrimentos biodegradaveis,
seja como base de formacao ou aditivo, os lipideos podem desempenhar funcdes
diversas dentro da matriz emulsionada das misturas que dardo origem aos
recobrimentos. Oriundos de fontes e utilizados de formas diversas, os compostos
lipidicos, como por exemplo as ceras de abelha (Oliveira et al., 2018; Baswal et al,
2020) e de carnauba (Zhang et al., 2018; Motamedi et al., 2018) e dos 6leos vegetais
(Ohetal., 2017; Wu et al., 2019), tém sido empregados na producéo de recobrimentos
alimenticios comestiveis dada sua seguranc¢a para 0 consumo humano e para 0 meio
ambiente.

Além de sua eficiéncia na formacao de barreiras a passagem de gases, que
podem reduzir a atividade respiratoria, e umidade, gracas as suas caracteristicas
hidrofébicas, alguns tipos lipidicos como as ceras conferem maior resisténcia
mecéanica aos recobrimentos, bem como algumas variedades lipidicas podem
apresentam propriedades antimicrobianas, tais como os 6leos de coco (Nasrin et al.,
2020), canela (Black-Solis et al., 2019) e gengibre, contribuindo para manutencéo dos
aspectos de qualidade exigidos pelos mercados (Ncama et al., 2018; Ju et al., 2019;
Morais et al., 2019; Ban et al., 2020).

Dada a natureza hidrofébica dos componentes lipidicos, no processo de
formulacédo dos recobrimentos existe a necessidade de se adicionar outros compostos
gue funcionem como surfactantes, compostos de moléculas anfifilicas, como a lecitina
de soja (Dias et al., 2013), os polissorbatos (Deng et al., 2017) e o acido oléico

(Chauhan et al.,, 2015). O efeito emulsificante dos compostos surfactantes se
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relacionam ao equilibrio entre as partes hidrofilicas e lipofilicas, denominado equilibrio
hidrofilico-lipofilico (EHL), e representa a afinidade maior que estes podem apresentar
para lipideos ou agua, assim, quanto maior o valor do EHL, maior afinidade deste
surfactante pela agua, sendo assim mais utilizados e adequados para produzir
emulsdes 6leo em 4gua (Martin et al., 2018; Farooq et al., 2019; Lian et al., 2019).
Entretanto, algumas vezes € necessario ajustar o EHL misturando-se mais de um
surfactante, geralmente um com maior e outro com menor EHL, de modo a formar um
equilibrio suficiente para formar uma emulsédo estavel.

Estes componentes anfifilicos favorecem a formagdo de uma mistura
homogénea e estavel entre estes e 0s demais componentes hidrofilicos que comp&em
a mistura. A diminuicdo do tamanho dos coloides lipidicos na fase aquosa propicia
maior estabilidade e favorece positivamente outros parametros de qualidade dos
recobrimentos produzidos, devendo-se levar em consideracdo a compatibilidade dos
componentes e os métodos adequados para desenvolver as etapas de fundicéo,
homogeneizacéo e secagem necessarias para producao de um recobrimento eficiente
pela utilizacdo dos métodos de emulsificacdo dos componentes, em sua maioria
operando através de diferentes técnicas como o uso de homogeneiza¢do com rotor-
extrator, microfluidizacdo e/ou sonificacdo (Deng et al., 2017; Hassan et al., 2018;
Jahan et al., 2020; Norcino et al., 2020).

2.6. Radiacao ultravioleta (UV) e micosporinas tipo aminoacidos (MAAS)

A radiacdo UV compreende aos comprimentos de onda de luz invisivel do
espectro eletromagnético, entre as faixas de 200 nm (raio X) e 400 nm (luz visivel),
podendo ser dividido em trés classes: UV-A (400 — 320nm), UV-B (320 — 280nm) e
UV — C (280 — 200nm), sendo a radiagdo UV-C retida na atmosfera ao ser absorvida
pela camada de ozonio (Urban et al., 2016; Xie et al., 2016). De modo geral, a radiacao
UV, principalmente UV-B, exerce efeitos deletérios aos sistemas fisioldégicos dos
vegetais, seja induzindo a producéo das ERO ou provocando danos aos fotossistemas
(PSI e PSII) ao afetarem os centros de reacdes e de transportes de elétrons, o que
resulta nos danos visiveis que inviabilizam a comercializagdo de produtos agricolas
(Glenn, 2018).
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Utilizados na industria de cosméticos como aditivo para compor produtos foto
protetores, as micosporinas tipo aminoacido (MAAsS) sdo compostos organicos
extraidos de organismos marinhos, sendo constituidos por aminoacidos modificados
gue apresentam no centro de sua cadeia molecular um anel aromaético,
aminociclohexenimina, o que propicia uma maior facilidade para absorver as
radiacdes na faixa ultravioleta (UV), sendo esta substancia uma alternativa viavel para
compor formulacdes com finalidade de filtrar a luz solar, podendo desempenhar ainda
uma funcdo antioxidante, o que pode contribuir para controlar o desenvolvimento de
escaldadura em frutos (Fernandes et al., 2015; D’agostino et al., 2016; Shukla et al.,
2016; Chrapusta et al., 2017; Geraldes et al., 2020).

As MAAs sdo moléculas hidrofilicas pequenas de metabolitos secundarios que
apresentam a capacidade de absorver e dissipar a radiacdo solar irradiada,
geralmente entre os comprimentos de onda 310 e 360 nm, ou em comprimentos
menores ou maiores dentro do espectro UV, dependendo do tipo da micosporina
(micosporina-glicina, porphyrina, etc) (Figura 1) (Dunlap & Yamamoto, 1995; Libkind
et al., 2005; Singh et al., 2008).
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Figura 1. Estrutura molecular e comprimento de onda de absor¢cdo maxima de MAAs.
Fonte: Singh et al. (2008).
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As MAAs atuam absorvendo a radiacdo de comprimento de onda mais curto e
mais energético do espectro visivel e a radiagdo UV, sendo o excesso energético
absorvido e dissipado na forma de calor sem comprometer as estruturas celulares
sensiveis aos efeitos deletérios da radiacdo. Além disso, as MAAs inibem a formacéao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), produzidas a partir da redu¢cdo do oxigénio
molecular (O2) pelo escape de elétrons durante transporte em cadeia, sendo este
convertido em moléculas altamente reativas como o anion superoéxido (Oze -), radical
hidroxila (+ OH), perdxido de hidrogénio (H202), entre outros (Sharma et al., 2012).
Com isso os processos deletérios como a peroxidagcdo de lipideos e oxidacdo de
estruturas essenciais sdo minimizados, além de se inibir a formagéo de fotodimeros
como o 6-4PPs (6-4 Pirimidina-Pirimidona), agente deletério da estrutura da molécula
de DNA (Dunlap & Yamamoto, 1995; Garinis et al., 2006; Fuentes-Tristan et al., 2019).

Conforme exposto anteriormente, as MMAs vém sendo exploradas
comercialmente na forma de produtos para cuidados para a pele expostas ao sol e
em outros materiais ndo biolégicos (Bandar-Anayake, 1998). Desta forma, novas
técnicas de extracdo foram desenvolvidas com finalidade comercial para a exploracao
de compostos analogos, tais como a micosporina-glicina e o 3-
alquilamino2metoxiciclohex-2-enonas (Bhatia et al., 2011; Richa et al., 2011;
Hadagalli et al., 2020). Todavia, ainda ndo foram encontradas aplicagdes dos MAAs

para o controle de escaldaduras em frutos.

2.6.1. Helioguard™ 365

O Helioguard™ 365 é um produto comercial produzido pelo grupo Mibelle
Biochemistry na Suica. Na industria de cosméticos este produto € utilizado como
aditivo de finalidade fotoprotetora em formulacdes destinadas a protecao da pele
humana exposta a radiacéo solar. Sua agao protetora contra os efeitos da radiacao
UV se deve a presenca de compostos conhecidos como MAAs em sua composi¢ao.

A acado fotoprotetora deste produto é atribuida a atuacdo das MAAs,
principalmente da porfira-334 e shinorina. Estes compostos tém capacidade de
absorcdo maxima de 335 nm (UV-B) e séo sintetizados pela alga vermelha

denominada porfira (Porphyra umbilicalis). No Helioguard™ 365 estes compostos
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estdo presentes na forma de extrato seco (1,25%). Além do extrato organico, o
Helioguard™ 365 é formulado contendo &gua, emulsificante, estabilizante e
conservante, lecitina de soja, lactato de sodio e fenoxietanol, respectivamente (SDS
Ref.: 0830-XXX, 2016).

A recomendacgdo para 0 uso deste produto é de no maximo 5% na forma de
aditivo, pois ha comprovacao de sua ampliacdo na absor¢éo da radiagdo na regido do
UV e este pode, possivelmente, atuar como um aditivo fotoprotetor fonte de MAAs a
compostos outros de protecdo solar destinados a organismos sensiveis, como 0s
vegetais. Entretanto, sua incorporacédo a solucdes deve respeitar alguns fatores de
modo a garantir a atividade e estabilidade das MAAs, como o limite de temperatura
maxima de 50°C e o pH tendendo a neutralidade (5 a 8) (SDS Ref.: 0830-XXX, 2016),
sendo entdo necessaria a avaliacao de tais solucdes para adicdo das MAAs.

Desta forma, este projeto tem por objetivo geral desenvolver recobrimentos
contendo micosporina tipo aminoacido (MAA), mediante adicdo do produto comercial
Helioguard™ 365 fonte de MAAs, para uso na pré-colheita dos frutos de laranjeira,
sendo estes comparados com a pulverizacbes com Ca(OH)z e, por objetivos
especificos: i. verificar as caracteristicas fotoprotetoras deste recobrimento, ii.
comparar a eficiéncia deste recobrimento em relacdo a de hidréxido de célcio, iii.
avaliar a qualidade e determinar os biomarcadores fisiolégicos relacionados aos
aspectos quimicos e bioquimicos (metabolismo oxidativo) dos frutos submetidos a

estes tratamentos.
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CAPITULO 2 - Recobrimentos lipidicos e adicdo de micosporinas tipo
aminoacido como barreira quimica a radiacdo UV para o

controle de escaldadura na pré-colheita de produtos horticolas

RESUMO - A escaldadura é um distarbio fisioldgico que ocorre em muitos
produtos horticolas quando expostos a altas temperaturas e excesso de radiacao
solar. Tradicionalmente a escaldadura é contornada com uso de barreiras fisicas que
refletem a radiacdo, contudo esta pratica nem sempre € eficiente. Uma possivel
alternativa seria 0 uso de barreiras quimicas como as micosporinas tipo aminoacido
(MAA) gue protegem 0s organismos aquaticos contra as radiacfes ultravioleta (UV).
Desta forma, este trabalho teve por objetivo desenvolver uma emulséo de base lipidica
contendo MAA para uso nha pré-colheita de produtos horticolas. As emulsdes foram
desenvolvidas utilizando como base lipidica (BL) os 6leos de milho (OM) e soja (OS)
e as ceras de carnauba (CC) e de abelha (CA) a 10% (m/v). Em funcédo das
caracteristicas e estabilidade das formulacdes, a emulsdo contendo CC e hidroxido
de amobnio foi a mais estavel, assemelhando-se a cera comercial, sendo entdo
utilizada como base para a adi¢ao do produto comercial Helioguard™ 365 como fonte
de MAA nas concentracdes de 0%, 1%, 2% e 4% (v/v). A adicdo do produto fonte de
MAA pouco afetou a estabilidade da emulsdo, proporcionando aumentos na
absorbancia, com picos definidos na faixa do UV-B (280 a 300 nm), o que possibilita
0 uso desta emulsdo como barreira quimica em produtos horticolas.

Palavras-chave: Caracterizagao, emulsédo, estabilidade, Helioguard™ 365, Porphyra
umbilicalis.
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1. Introducéo

As injurias fisiologicas que potencialmente se manifestam nos produtos
horticolas e acarretam em perdas econdmicas significativas, seja na pré ou poés-
colheita, podem ser oriundas de diferentes naturezas ou de ordem distintas,
fisiologicas, bioldgicas e/ou fisicas, podendo ainda tais injarias ocorrer em qualquer
momento ao longo do desenvolvimento dos frutos e durante a cadeia de producéo
(Chitarra e Chitarra, 2005).

A escaldadura ou sunscald é um distarbio fisiolégico que ocorre nos 6rgaos
vegetais expostos ao excesso de radiacdo solar, sendo este disturbio exacerbado por
altas temperaturas e déficit hidrico (Munné-Bosch & Vincent, 2019). Esta injdria causa
sérios problemas econdmicos em uma ampla variedade de produtos horticolas ao
redor do mundo, sendo particularmente importante em frutos citricos (Rodriguez et
al.,2019), mangas (Abd-Allah et al., 2013), macés (Naschitz et al., 2015), entre outros.

Este disturbio se desenvolve pela inducdo do estresse decorrente da radiacao
solar e da absorcao de energia luminosa em excesso pelas estruturas de captacao de
luz presentes nos tecidos vegetais. Este estresse leva a foto-oxida¢édo dos pigmentos
presentes nas células da epiderme o que expbes outros pigmentos, como 0S
carotenoides presentes nos cloroplastos das células (Munné-Bosch & Vincent, 2019).
O excesso de energia absorvida pelos fotossistemas (PSI e PSIl) proporciona a
geracdo exagerada de espécies reativas de oxigénio (ERO), que além de seu
potencial toxico aos tecidos vegetais, pode causar a degradacdo de estrutura
celulares e, consequentemente, o desenvolvimento e expressdo dos sintomas de
gueimaduras solares, com a alteracdo de pigmentos da epiderme (branqueamento
e/ou amarelecimento), seguido de escurecimento e necrose do tecido vegetal
(Naschitz et al., 2015; Munné-Bosch & Vincent, 2019; Rodriguez et al., 2019).

Buscando controlar o desenvolvimento da escaldadura, diferentes métodos
vém sendo utilizados, com destaque para a aplicacéo de barreiras de agéo fisica que
visam minimizar a incidéncia da radiacéo solar ou refleti-la (Rodriguez et al., 2019).
Desta forma, o ensacamento dos frutos (Hamedi Sarkomi et al.,2019), o uso de redes
protetoras (Lal & Sahu, 2017), a pulverizacéo de hidroxido de calcio (Glenn & Puterka,

2005), argilas (Schrader, 2011), e produtos dissolvidos na forma de recobrimentos
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(Sharma et al., 2018) vém sendo utilizados com bastante frequéncia. A pulverizacéo
dos produtos horticolas com hidroxido de calcio na pré-colheita € uma das formas
mais baratas de se controlar a escaldadura, porém este produto € removido da
superficie de frutos e hortalicas pela ocorréncia de chuvas, em funcdo de sua
solubilidade. Entretanto, o ensacamento e uso de coberturas refletoras séo
alternativas eficientes, mas de custo elevado (mé&o-de-obra) e de baixa praticidade,
visto o despendo necessario, médo de obra e estrutura, para poder cobrir todos os
frutos. Visando explorar uma alternativa de melhor praticidade, Schrader (2011)
desenvolveu um recobrimento contendo cera de carnauba e argila Thixogel MP 100
gue recebeu o nome comercial de Raynoxe , sendo bastante eficiente em controlar o
desenvolvimento da escaldadura em magas.

Por outro lado, a aplicacdo de barreiras quimicas € bastante limitada para se
controlar o desenvolvimento da escaldadura, sendo mais comumente empregado 0s
recobrimentos biodegradaveis na pos-colheita de horticolas de modo a atuarem como
barreira a acdo de determinadas atividades fisiol6gicas, a exemplo da reducdo de
trocas gasosas, perda de massa fresca, bem como prolongar a vida e o tempo de
armazenamento de frutos e hortalicas, além de manutencdo de sua qualidade
(Oliveira et al., 2018). Todavia, as formulacdes dos recobrimentos podem variar
dependendo de sua finalidade, da origem dos componentes e, no caso de emulsdes,
da composicao dos acidos graxos da base lipidica.

As ceras, destacadamente as de abelha (Oliveira et al., 2018; Baswal et al,
2020) e de carnauba (Motamedi et al., 2018; Zhang et al.,, 2018) sdo muito
empregadas pela alta qualidade da barreira hidrofébica que podem formar. Os 6leos
vegetais que podem apresentar caracteristicas antioxidantes e/ou antimicrobianas
dependendo das particularidades das espécies das quais sdo extraidos (Camargo,
2008; Raiser et al., 2018; Nasrin et al., 2020).

Tais recobrimentos podem ainda incorporar aditivos que funcionam como
principio ativo de atividades especificas, como a atividade antimicrobiana e/ou
antioxidante de alguns 0Oleos essenciais e vitaminas (Raiser et al., 2018; Nasrin et al.,
2020). Neste contexto, as micosporinas tipo aminoacidos (MAA) sdo substancias
protetoras naturais sintetizadas por uma variedade de organismos marinhos, como

microrganismos aquaticos e algas, que atuam no mecanismo de defesa e protecao
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contra os efeitos nocivos da radiacao ultravioleta (UV) dos raios solares (Geraldes et
al., 2020). Estes compostos vém sendo explorados comercialmente pela industria
cosmeética na forma de aditivos para produtos de cuidados para a pele exposta ao sol
(de la Coba et al., 2019), em outros materiais nao biolégicos como o 6xido de zinco
(Aguzzi et al., 2019) e em alimentos (Teixeira et al., 2019).

Como uma possivel barreira quimica a radiacao solar, as MMA s&o substancias
formadas por um anel de aminociclohexenimina conjugado com a um grupo
substituinte de nitrogénio ou aminoalcool, nas quais as composi¢cdes estruturais
quimicas dispares caracterizam diferentes espécies de MAA, sendo conhecidas mais
de 20 tipos de MAAs, sintetizadas por diversos organismos aquaticos (Singh et al.,
2008; Geraldes et al., 2020). Estas apresentam a capacidade de absorcdo maxima da
radiacdo solar irradiada entre os comprimentos de onda 310 e 360 nm, sob a forma
de calor sem produzir ERO, ou seja, ajudam a dissipar o excesso de energia
interrompendo o “escape” de elétrons da cadeia transportadora e, consequentemente,
inibindo a formacé&o de fotoprodutos como o 6-4PPs (6-4 Pirimidina-Pirimidona) e de
ERO, mantendo assim a integridade celular dos organismos onde séo sintetizadas
(Garinis et al., 2006; Fuentes-Tristan et al., 2019).

Desta forma, considerando a capacidade fotoprotetora das MAA (Geraldes et
al, 2020), a necessidade de se utilizarem protetores quimicos naturais visando o
controle da escaldadura em produtos horticolas, além da auséncia de estudos com o
uso das MAA em recobrimentos, este trabalho teve por objetivo caracterizar
recobrimentos produzidos a partir de emulsdes desenvolvidas com diferentes bases
lipidicas, bem como, verificar se a incorporacéo das MAA nas matrizes poderia afetar
caracteristicas e estabilidade das emulsdes para uma possivel utilizacdo como
bloqueador da radiacéo solar e, consequentemente, para o controle da escaldadura

em pré-colheita de produtos horticolas.

2. Material e Métodos

2.1. Reagentes
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Como matérias-primas para as bases lipidicas das emulsdes foram utilizadas a
cera de abelha bruta (Microcristal, Ribeirdo Preto, Brasil), a cera de carnauba tipo Il
(Microcristal, Ribeirdo Preto, Brasil), o 6leo de soja (Liza, Brasil) e o de milho (Mazola,
Brasil). Como plastificante foi utilizado o glicerol p.a. (Dinamica, Brasil) (plastificante)
e como emulsificantes o Tween 80 (Exodo Cientifica, Brasil), o acido oléico p.a.
(Exodo Cientifica, Brasil) e o hidroxido de amdnio 28-30% p.a (v/v) (Exodo Cientifica,
Brasil). Os reguladores de acidez e conservadores acido citrico p.a. (Synth, Brasil),
acido ortofosférico p.a. (Exodo Cientifica, Brasil) e bissulfito de sédio 58,5% (m/v)
(Quimesp, Brasil) também foram utilizados. O Helioguard™ 365 (Mibelle Group

Biochemistry, Buchs, Suica) foi utilizado como fonte de MAAs.
2.2. Desenvolvimento dos recobrimentos

Desenvolvimento das emulsbes: Os recobrimentos foram constituidos de
emulsdes de bases lipidicas (LB) produzidas segundo Forgiarini (2001) com algumas
modificacdes. As emulsBes foram preparadas, individualmente, utilizado como LB
(10%) a cera de abelha bruta (CA), cera de carnauba tipo Il (CC), 6leo de milho (OM)
e de soja (OS), sendo adicionados os agentes emulsificantes Tween 80 (TW) (3%) e
acido oléico (AO) (2%), Tabela 1.

Tabela 1. Composicado das emulsdes preparadas com diferentes bases lipidicas.

Componentes g ou mL /100 mL
Bases lipidicas* 109
Helioguard™ 365 ladmL
Tween 80 3 mL

Acido oléico 2 mL
Glicerol 1,5mL
Hidroxido de amonio p.a. 1,5mL
Bissulfito de sodio 0,17 g
Acido citrico 0,15¢g
Acido ortofosforico p.a. 0,03 mL

*Qleo de milho (OM), 6leo de soja (OS), cera de abelha (CA) e cera de carnaiba (CC).
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As LB foram aquecidas a 75 = 2°C sob agitagdo em chapa aquecedora com
agitador magnético (Tecnal, modelo TE-0851, Brasil) visando a fuséo das ceras,
aquecimento dos 6leos e a completa homogeneizacéo das fases lipidicas (FL). A fase
aquosa (FA) foi constituida por agua destilada, o suficiente para completar 100 mL,
adicionada do plastificante glicerol (1,5%), de &cido citrico (0,15 g) e bissulfito de sédio
(0,17 g), como conservantes e reguladores de acidez. A FA foi aquecida a 80 + 2°C e
vertida lentamente sob a FL sob agitacdo constante. A esta mistura foi possivelmente
adicionado hidréxido de aménio (HA) (1,5%) e as emulsées foram mantidas sob
agitacdo constante por 45 minutos até a reducdo da temperatura para 40 + 2°C,
seguida da adicéo de acido fosforico (0,3%) e homogeneizacao utilizando ultraturax
(Ika Works GmbH & Co, modelo T10 basic, China) a 24.000 rpm por 1 minuto. As
emulsdes sem adicao de HA e a cera de carnauba comercial (CCC) da empresa Arua

(Cera Arua Tropical BR, Matao, Brasil) foram utilizadas como controle.

Desenvolvimento da emulsdo com adicdo de MAA: Apds o desenvolvimento
das emulsdes com diferentes LB, estas foram caracterizadas e a que apresentou as
melhores caracteristicas tecnolégicas foi utilizada como base para a adicao de
diferentes concentracbes de micosporina tipo aminoacidos (MAA). Para isso foi
utilizado o produto comercial Heliguard™ 365 que contém lipossomas obtidos a partir
da alga Porphyra umbilicalis (1,25% de extrato seco). Desta forma, foram adicionados
0 (controle), 1%, 2% e 4% (v/v) de Helioguard™ 365 a emulsao base contendo cera

de carnauba e hidroxido de amonio (HA).

2.3. Caracterizacao dos recobrimentos

Em ambos experimentos os recobrimentos foram caracterizados quanto aos
seguintes parametros:

Coloracao: As emulsdes foram pulverizadas em placas de Petri de 15 cm de
didmetro e estas foram secas ao ar por 72 horas. ApGs este periodo a coloracdo das
emulsdes foi determinada utilizando colorimetro (Minolta CR-400, Minolta Corp.,
Osaka, Japao), sendo expressa em L*, a* e b*. A cromaticidade e o angulo hue foram

calculados segundo o descrito por (McGuire, 1992).
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Potencial hidrogeniénico (pH): O pH das emulsdes foi determinado utilizando o
peagbmetro da marca Thermo Scientific (modelo Orion 3 Star, EUA) imergindo o
eletrodo diretamente nas emulsdes (AOAC, 2016).

Condutividade: A condutividade das emulsdes foi determinada utilizando um
condutivimetro (Asko, modelo Ak51, Brasil) colocando a célula de condutividade
diretamente nas emulsdes a temperatura ambiente (~25°C). Os valores foram
expressos em puS/cmt (Camargo, 2008).

Viscosidade: A viscosidade foi determinada por meio de viscosimetro de
rotacdo (Broolfield Viscometer DV-1 Prime, EUA) segundo descrito por Isaac et al.
(2008). A viscosidade foi expressa em cP (Isaac et al., 2008).

Teor de matéria seca (MS): O teor de MS foi determinado por meio da remocéao
da umidade das emulsbes que foram secas em estufa de circulacdo de ar forcado
(Lucadema, modelo LUCA-82/27, Brasil) a 105°C por 48 horas. O teor de MS foi
expresso em porcentagem (%), conforme modificagbes a partir da metodologia
descrita pela AOAC (2002).

Solubilidade em agua: As amostras (2 g) foram secas em estufa de circulacéo
de ar forcado (Lucadema, modelo LUCA-82/27, Brasil) a 65°C por 24 horas, sendo
obtida a massa seca (PSI). Apds resfriamento, foram adicionados 50 mL de agua
destilada as amostras e estas foram deixadas a temperatura ambiente (~25 °C) por
24 horas. Posteriormente a agua foi drenada e os recipientes contendo os residuos
das amostras foram levados a estufa, seguido de pesagem para coleta da massa seca
final (PSF), conforme adaptacdes do método descrito por Gontard et al. (1992). A

solubilidade (%) foi calculada por meio da equacao:

Solubilidade (%) = ((PSI-PSF)) x 100/PSI
Onde: PSI = massa seca (g) e PSF = massa seca final (g).

2.4. Estabilidade das emulsdes

Em ambos experimentos a estabilidade das emulsdes foi avaliada a partir da

realizacéo dos ensaios descritos a seguir:
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Centrifugacéo: As emulsdes (10 g) foram submetidas a ciclos de centrifugacéo
(980, 1.800 e 3.000 rpm) utilizando um centrifuga Eppendorf (Eppendorf AG,
Centrifuge 5810 R, Hamburgo, Alemanha) e avaliadas macroscopicamente quanto ao
aparecimento de modificacbes conforme o descrito por Isaac et al. (2008).

Estresse térmico: Uma massa de 10 g das emulsfes foi colocada em tubos
Falcon® de 50 mL mantidas em banho termostético (Tecnal, modelo TE-184, Brasil)
e submetidas a temperaturas crescentes de 30°C a 75°C por 30 minutos para cada
temperatura (Porto, 2015). Apds cada ciclo de temperatura, foram realizadas as
avaliac6es macroscopicas, visuais, para identificacdo de modificagdes nas emulsdes.

Ciclo de congelamento e descongelamento: As emulsdes foram submetidas as
temperaturas de 4 £ 1°C e 45 + 1°C por 24 horas, correspondendo a um ciclo de
avaliacao de 48 horas, por seis ciclos (Isaac et al., 2008). Ao final do periodo de 24
horas, para cada temperatura, as formulagdes foram avaliadas quanto a modificagbes
macroscopicas.

Apds avaliacdo visual mediante realizacdo dos ensaios descritos
anteriormente, foram atribuidas as descricoes: N = normal (sem modificacdes); LM =
levemente modificada (cremacdo, sedimentacdo, floculacdo e/ou mudanca de
coloracéo); M = modificada (inicio de separacéo de fases); IM = intensa modificacdo
(separacéo de fases), conforme o descrito por Porto (2015).

2.5. Andlise estatistica

Para o desenvolvimento das emulsdes foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 4 (bases lipidicas) x 2 (com e sem
adicdo de hidréxido de ambnio) com tratamento adicional (controle, cera comercial),
sendo trés repeticdes por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) utilizando as fung¢des Im e anova do pacote stats R (Fox and
Weisberg, 2010) e as médias comparadas por meio de comparacdes mdultiplas
utilizando ajuste de multiplicidade de Tukey disponivel na fungdo emmeans do pacote
emmeans (Lenth, 2019) do software R (R Core Team, 2020).

O experimento relacionado a adicdo do MAA a emulséao foi conduzido segundo

um DIC com 4 tratamentos (0, 1, 2 e 4% de Helioguard™ 365) e 6 repeticdes, e 0s
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dados foram submetidos a analise de regresséo utilizando a funcdo Ime do pacote
nime (Pinheiro et al., 2020) do software R (R Core Team, 2020). Os dados relativos
as andlises de centrifugacdo, temperatura e ciclo de congelamento e
descongelamento, foram submetidos a analise de correspondéncia utilizando as
funcdes CrossTable, pacote gmodels (Warnes et al., 2018), e funcdo CA do pacote
FactoMineR (Le et al., 2008) do software R (R Core Team, 2020). Independente da

analise, P-valor menor do que 0.05 foi considerado como significativo.

3. Resultados e Discussao

3.1. Desenvolvimento dos recobrimentos

Os parametros relativos a caracteriza¢do das emulsdes podem ser observados
na Figura 1. Em relagdo a luminosidade (Figura 1A) e cromaticidade (Figura 1B), foi
observada interacéo significativa entre LBs e a adicao de hidroxido de aménio (HA)
(Tabela 2). Por outro lado, o angulo hue (°h) variou apenas em relacdo ao controle
cera de carnauba comercial (CCC) e as LB das emulsfes (Figura 1C) (Tabela 2). A
luminosidade foi maior nas emulsées contendo OM e OS, porém menor nas que
continham CA. A adi¢ao de HA afetou a L* das emulsdes desenvolvidas com as CA e
CC, promovendo um aumento dos valores referentes a este parametro. A cera
comercial (CCC) se assemelhou a CC com HA (Figura 1A). A adicdo de HA modificou
apenas a cromaticidade da emulsao contendo OM (Figura 1B) e a adicao de HA nao
afetou o angulo hue (°h), sendo observado apenas diferencas significativas em
relacdo as LB, ou seja, maiores valores de °h nas emulsdes contendo OM e OS em

relacdo as produzidas com CA, CC e a CCC (Figura 1C).
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Figura 1. Caracterizacdo das emulsdes contendo cera de abelha (CA), de carnauba
(CC), 6leo de milho (OM), de soja (OS) e a cera comercial (CCC) (O), contendo (©) ou
nao (A) hidréxido de aménio. (A) luminosidade; (B) cromaticidade; (C) angulo hue; (D)
pH; (E) solubilidade; (F) viscosidade; (G) condutividade e (H) matéria-seca. Médias
com letras diferentes (a, b, c, d, e, f) s&o diferentes de acordo com a comparacao
multipla utilizando o ajuste de multiplicidade de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 2. SignificAncia dos fatores bases lipidicas (A), hidréxido de amdnio (B), interagdo A x B e tratamento adicional nas andlises

de caracterizacdo das emulsodes.

Fatores L* Croma Angulo Solubilidade Viscosidade Condutividade Matéria
Hue pH (%) (cP) (US/cm?) Seca (%)
Bases Lipidicas (A) <0,0001*** <0,0001*** <0,0001*** 0,3463NS <0,0001***  <0,0001*** <0,0001*** 0,4907NS
Hidroxido de Amdnio (B) 0,0212*  0,0260* 0,2750NS <0,0001***  0,0327* <0,0001*** <0,0001*** 0,0263*
Interacdo AxB <0,0001** 0,0001*** 0,3941NS 0,7497NS  0,0201* <0,0001*** <0,0001*** 0,8152NS
Tratamento Adicional <0,0001** 0,0255* 0,0001*** <0,0001** <0,0001**  <0,0001*** <0,0001*** <0,0001***
214,98 61,85 27,17

C.V (%) 6,28 22,01 5,61 49,28 41,06

C.V — Coeficiente de Variagao.
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A coloracdo das emulsbes impactou diretamente na aparéncia dos
recobrimentos e esté variou em funcao da LB utilizada, pois o tamanho dos coloides
formados no processo de emulsificacdo, bem como a taxa de homogeneidade do
sistema emulsionado, pode ter influenciado negativamente ou positivamente o0s
aspectos finais do recobrimento, levando-os a absorver mais ou menos luz (Hopkins
et al., 2015; Zhang et al., 2018). De maneira geral, as emulsdes se apresentaram
esbranquicadas, com altos valores de L* (Figura 1C) e pouco saturadas, baixos
valores de cromaticidade (Figura 1B), evidenciando uma cor palida (Hirschler, 2009).
Estas caracteristicas sdo importantes para o controle da escaldadura, pois a cor
branca reflete a radiacdo luminosa solar, além de absorver menos energia,
contribuindo para a reducdo da temperatura da epiderme dos tecidos vegetais
(Scarinci, & Marineli, 2014).

O pH das emulsdes foi afetado pela adigcdo do HA, sem que houvesse efeito
significativo das LB (Figura 1D) (Tabela 2). Sendo o NH4OH uma base fraca, ao
adiciona-lo a matriz emulsionada foi observado um aumento do pH do meio, tornando-
o alcalino através de uma reacdo de neutralizacdo, além de seu papel como base
ionizante de acidos graxos e emulsificante (Tanada-Palmu & Grosso, 2005; Miranda,
2015). Desta forma, as emulsdes sem HA apresentaram valores médios de pH de 2,81
enquanto nas que esta base foi adicionada o pH foi significativamente maior (8,04),
porém ainda menor que a CCC (10,35). A determinacédo do pH das emuls@es € de
extrema importancia para o objetivo deste trabalho, pois a estabilidade do
Helioguard™ 365, produto que contém as MAAs porfira-334 e shinorine € afetada
diretamente por este parametro, pois este é estavel na faixa de pH entre 5 a 8 (SDS
Ref.: 0830-XXX, 2016). Desta forma, a adicdo do HA foi fundamental para aumentar
o0 pH das emulsdes e deixa-las dentro da faixa adequada a estabilidade das MAAs.

A adicdo do HA também afetou a condutividade das emulsdes, sendo
observada interacdo significativa entre as LB (Tabela 2) e a presenca ou néo de
NH4OH (Figura 1E). As emulsdes contendo HA apresentaram os maiores valores de
condutividade (2.659 — 2.882 uS/cm) em relacdo as sem adicéo de HA (409 — 1.330
uS/cm?), porém mesmo com a adicdo de HA a condutividade foi menor que a
observada na CCC (5.173,66 uS/cm?), o que sugere a presenca de maior

concentragdo de ions amoniacais na emulsdo comercial, o que facilita a conducgéo de
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carga no meio mesmo ante a barreira lipidica (Raiser et al., 2018). A condutividade
das emulsdes é dependente do tipo de emulsdo formada quanto a fase externa, ou
seja, Oleo/agua (O/A) ou agua/oleo (A/O), pois os lipideos tém carater isolante, como
demonstrado pela emulsédo contendo CA (isolante elétrico natural). Além disso, sua
determinacdo pode servir como parametro para 0 monitoramento da estabilidade das
emulsdes ante a separacéo e as mudancas de fase a longo prazo (Kumar et al.,2014;
Freitas et al., 2018).

Apesar de ter sido observada interacdo significativa (Tabela 2) entre as LB e a
presenca ou ndo de HA para a viscosidade das emulsdes (Figura 1F), o NH4sOH
modificou apenas a viscosidade das formulagdes contendo CA, ou seja, sem a adi¢éo
de HA a viscosidade desta emulséo foi de 63,27 cP e com a adicdo de HA este valor
foi reduzido para 3,26 cP (Figura 1F). As demais emulsfGes apresentaram valores
baixos e préximos a cera comercial (CCC = 3,16 cP), indicando maior fluidez das
emulsdes. Segundo Velderrain-Rodriguez et al. (2019), a viscosidade das emulsdes é
parametro importante para aplicacdo destas como recobrimentos, sendo o valor de
viscosidade dependente do equilibrio hidrofilico-lipofilico dos tensoativos formadores
da matriz e dos diferentes componentes que formam a base lipidica, como os ésteres,
acidos de ceras, hidrocarbonetos e acidos graxos livres (Holloway, 1969; Yang et al.,
2019).

O teor de matéria-seca (MS) das emulsfes se relacionou a quantidade de
matéria-prima utilizada para a producdo das mesmas, ndo sendo observadas
diferencas significativas (Tabela 2) entre as LB e a adicdo de HA, porém a CCC
apresentou teores significativamente maiores de MS (Figura 1G). Em média o teor de
MS foi de 9,14 %, sendo inferior ao contido na cera comercial (CCC = 17,45 %). A MS
corresponde aos solidos residuais presentes nas emulsdes ap6s a remocao da agua
livre e o teor de sélidos de um recobrimento afeta sua qualidade e eficiéncia de
aplicacdo, bem como a secagem do recobrimento propriamente dito, sua viscosidade
e espessura, podendo provocar problemas no tocante a trocas gasosas e afetar a
gualidade dos produtos horticolas (Motamedi et al., 2018). Desta forma, os teores de
MS ficaram dentro da faixa que ndo compromete a qualidade destes produtos,
apresentando maior semelhanca ao controle, CCC.
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Por fim, foi observada interagéo significativa (Tabela 2) entre as LB e a adi¢édo
ou ndo de HA na solubilidade das emulsdes (Figura 11). As emulsdes contendo OS e
OM apresentaram as maiores solubilidades, 97,60% e 95,09%, respectivamente. Por
outro lado, as emulsdes produzidas com as ceras apresentaram as menores
solubilidades, ou seja, 33,43 % para a CA, 61,29 % paraa CC e 44,78 % para a CCC
(Figura 11). A adicao do HA afetou principalmente a solubilidade da emulséo produzida
com CC, diminuiu-a e igualou-a a cera comercial que possui amoénio em sua
composicao (Figura 1I). Estes resultados refletem a natureza das LB utilizadas, pois a
presenca de cadeias de acidos graxos saturados, além de longas cadeias de alcanos,
promovem uma maior resistentes a difusdo em agua e a hidrofobicidade das ceras
(Holloway, 1969; Zhang et al., 2018).

De forma geral, a emulsdo produzida com CC com a adicdo de HA apresentou
parametros tecnologicos que a qualificam para ser utilizada em recobrimentos de
produtos horticolas, ndo sé por se assemelhar a cera comercial, mas pelas

caracteristicas adequadas a adicdo das MAAs.

3.2. Estabilidade dos recobrimentos

Ainda que apresentem caracteristicas outras consideradas como adequadas,
as emulsdes devem ser também estaveis, ou seja, homogéneas, quando partimos do
ponto que este parametro € representado pela separacao de fases e do intervalo de
tempo até que este processo se inicie, sendo assim uma representacdo de possivel
instabilidade (Franzol & Rezende, 2015).

Desta forma, as diferentes emulsdes foram centrifugadas em ciclos de 980,
1.800 e 3.000 rpm, visando verificar a estabilidade das mesmas (Figura 2). No primeiro
ciclo de centrifugacao (980 rpm) foi observada modificagdo na emulsdo contendo CA
e HA (CA+HA), com o aparecimento de cremacgdo, bem como na cera de carnaluba
comercial (CCC), com a ocorréncia de sedimentacado, sendo as demais consideradas
normais (Figura 2A). O mesmo ocorreu nos demais ciclos a 1.800 (Figura 2B) e 3.000
rpm (Figura 2C).



41

] p 1
1 1 1 N OMH(g)

1 \CGHA
1

= il = o OM%OS

= = L e N Ay

(=) [=) [=) 1

- = = LMC ~CA ce

\ v v

N ~— —’ 1

SRy SRy N !

g B {] - = -1 I

) 5 S !

2 2 & :

: : : |
|

£ £ £ .

a A = | cee
A

31 31 -3 LM'S
-1 0 | 2 3 -1 0 1 2 3 -2 -1 0 1
Dimension 1 (50%) Dimension 1 (50%) Dimension 1 (50%)

Figura 2. Analise de correspondéncia para a estabilidade das emuls6es contendo
cera de abelha (CA), de carnauba (CC), 6leo de milho (OM), de soja (OS) e a cera
comercial (CCC), contendo ou nado hidroxido de aménio (HA) utlizando a
centrifugacdo a 980 rpm (A), 1.800 rpm (B) e 3.000 rpm (C). N = normal, sem
modificacdo; LM C = ligeira modificacdo, cremacdo; LM S — ligeira modificacao,
separacao de fases.

N&o necessariamente € preciso ocorrer a separacdo de fases para uma
emulsao ser considerada instavel, sendo este processo identificado pela modificacao
geral da microestrutura formada que na ocorréncia de coalescéncia, unido das
goticulas, promove a formacao de outros aspectos como formacéo de sedimento e
cremes (Goodarzi, & Zendehboudi, 2019). Assim apenas as emulsdes CA+HA e CCC
apresentaram-se instaveis (Figura 2).

Quando as emulsdes foram submetidas ao teste de estresse térmico estas se
mostraram estaveis e macroscopicamente homogéneas em temperatura ambiente,
porém ao serem submetidas a temperatura de 55°C as emulsdes com CA e OM
adicionadas de HA passaram a apresentar modificagdes, ou seja, separagao de fase
na emulsdo CA+HA e cremagdo na OM+HA (Figura 3A). O mesmo resultado se
repetiu na temperatura de 60°C (Figura 3B) e 65°C (Figura 3C), contudo a 65°C a cera
comercial (CCC) passou a apresentar modificacdo e a emulsdo contendo CA uma
ligeira modificagéo (Figura 3C). Por fim, nas temperaturas de 70°C (Figura 3D) e 75°C

(Figura 3E) as unicas emulsGes que nao apresentaram modificacbes foram as que
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continham em sua composicao as LB cera de carnauba (CC) e 6leo de soja (OS) com
e sem adicdo de HA, e dleo de milho (OM) sem a presenca de HA.
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Figura 3. Analise de correspondéncia para a estabilidade das emuls6es contendo
cera de abelha (CA), de carnauba (CC), 6leo de milho (OM), de soja (OS) e a cera
comercial (CCC), contendo ou ndo hidroxido de amdnio (HA) utilizando o estresse
térmico a 55°C (A), 60°C (B), 65°C (C), 70°C (D) e 75°C (E). N = normal, sem
modificacdo; LM C = ligeira modificacdo, cremagdo; LM S — ligeira modificacéo,
separacao de fases.

As emulsdes aparentaram maior sensibilidade as mudancgas bruscas de
variagbes das temperaturas nos diferentes ciclos de congelamento e
descongelamento (Figura 4). Foi observada modificacdo total (separacéo de fases)
na emulsao contendo CA com HA, ja no primeiro ciclo (Figura 4A). Com excecao das
emulsdes contendo CC adicionada de HA, OS e OM, que se mostraram estaveis nos
seis ciclos, as demais apresentaram algum tipo de modificagdo em algum momento

dentro dos diferentes ciclos (Figura 4).
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Figura 4. Analise de correspondéncia para a estabilidade das emuls6es contendo
cera de abelha (CA), de carnauba (CC), 6leo de milho (OM), de soja (OS) e a cera
comercial (CCC), contendo ou néo hidroxido de aménio (HA) utilizando ciclos de
congelamento e descongelamento; primeiro ciclo a 45°C (A), segundo ciclo a 4°C (B),
segundo ciclo a 45°C (C), terceiro ciclo a 4°C (D), terceiro ciclo a 45°C (E), quarto ciclo
a 4°C (F), quarto ciclo a 45°C (G), quinto ciclo a 4°C (H), quinto ciclo a 45°C (I), sexto
ciclo a 4°C (J) e sexto ciclo a 4%°C (K). N = normal, sem modificacdo; LM C = ligeira
modifica¢do, cremacgdao; LM S — ligeira modificagao, separacao de fases.

Como resultado de disperséao de diferentes fluido imisciveis, as goticulas das

emulsdes tem sua estabilidade determinada pela coesao da interface 6leo/agua e pela
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interacdo entre as particulas, bem como pela tensédo superficial destas, que com o
aumento da temperatura ou por sua inversdo brusca, em uma correlacdo direta,
acarreta na unido e aumentos dos agregados, ou seja, ocorre a juncdo das micro
goticulas que a medida que ficam maiores, modificam a homogeneidade da matriz
emulsionada (Hempoonsert et al., 2010; Haghighat et al.,2020).

As alteragcbes apresentadas por alguma das emulsdes pode ser um indicativo
de instabilidade das formulacdes, sendo causada pelo aumento da agregacédo e do
tamanho das goticulas dentro da matriz, sugerindo baixa homogeneidades dos
componentes emulsionados, ou motivada por condigcbes extremas, limite da
estabilidade (Isaac et al., 2008; Jurgelane et al., 2017). Desta forma, a emulséo
contendo CC e HA, pelas caracteristicas apresentadas e por sua estabilidade, se
assemelhando a cera comercial (CCC), foi escolhida como base para a adicdo das
MAAs.

3.3. Recobrimentos com MAA

Absorcéo da radiacdo UV

A incorporacéo de MAA a emulséo contendo CC+HA resultou no aumento de
absorbancia na faixa do UV-B (280-320 nm), conforme pode ser observado na Figura
5. O Heliguard™ 365 puro apresentou absorbancias pequenas no intervalo de 290 a
350 nm. Por outro lado, ao se incorporar este produto a emulsédo base foi possivel
observar um aumento da absor¢cao do espectro na faixa do UV-B, sendo observados
picos de absorcédo de 1,148 a 284 nm (1%), de 0,724 a 286 nm (2%) e dois picos de
1,387 e 1,469 em 288 e 282 nm na emulsdo contendo 4%, respectivamente (Figura
5). Em relacéo aos picos nestes recobrimentos, estes ocorreram em comprimentos
de onda diferentes dos relatados para a porphyra-334 (334 nm) e shinorina (332 nm),
que sado os MAAs presentes no Helioguard™ 365. Por outro lado, estes
corresponderam as absorbancias observadas para o Helioguard™ 365 (332 e 334
nm), Figura 5. Desta forma, possivelmente houve interagdes destes compostos com
a matriz lipidica das emulsdes, o que levou a mudanca no pico de absorbancia, além
de um possivel efeito sinérgico, pois os picos foram maiores quando o Helioguard™

365 foi adicionado as emulsdes (Figura 5).
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Figura 5. Absorbéancia na regidao do ultravioleta (UV) da emulsédo base (cera de
carnauba + hidréxido de amdnio) contendo 0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard™ 365,
fonte das micosporina tipo aminoacido (MAA). Os resultados se referem a média de
trés repeticdes independentes (n=3).

Por conseguinte, a emulséo contendo MAAs poderia ser utilizada como uma
cobertura na pré-colheita de produtos horticolas, principalmente frutos, pois poderia
promover a reducao dos efeitos deletérios da radiacdo UV-B, principal causadora e
indutora do estresse em vegetais (Fuentes-Tristan et al., 2019; Takshak e Agrawal,
2019), o que poderia limitar o desenvolvimento dos disturbios fisiol6gicos, como a

escaldadura em produtos horticolas.

3.4. Caracterizacédo do recobrimento contendo MAA

A coloracdo da emulsdo base foi modificada ao se adicionar concentragoes
crescentes de MAA (Figura 6), destacadamente o angulo hue (Figura 6C). Por outro
lado, os demais parametros de coloracdo ndo apresentaram mudancas significativas,

tanto a luminosidade (Figura 6A) quanto a cromaticidade (Figura 6B) (Tabela 3). A
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emulsédo contendo 4% de MAA se mostrou menos amarelada em relagdo as demais

(Figura 6C), possivelmente pelo maior volume de Helioguard™ 365 (cor marrom)

adicionado. Apesar desta modificacdo, este recobrimento ainda apresentou uma

coloracdo esbranquicada ideal a reflexdo da radiacdo solar (Scarinci, e Marineli,

2014).
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Figura 6. Analise de regressao dos parametros de caracterizacdo da emulsao base
(cera de carnadba + hidroxido de amoénio) contendo 0%, 1%, 2% e 4% de
Helioguard™ 365 (fonte dos MAAs). (A) luminosidade, (B) cromaticidade, (C) angulo
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hue, (D) pH, (E) solubilidade, (F) viscosidade, (G) condutividade e (H) matéria-seca.
Os resultados se referem a média de seis repeticdes independentes (n=6).

Tabela 3. Analise de regressédo dos parametros de caracterizacdo da emulsdo base
(cera de carnauba + hidroxido de amoénio) contendo 0%, 1%, 2% e 4% (v/v) de
Helioguard™ 365, fonte das micosporinas tipo aminoacidos. Os resultados se referem
a média de seis repeti¢cdes independentes (n=6).

C.V.
Concentragéo (%) P-valor
Variaveis
0% 1% 2% 4% Linear Quadratico Cubico
pH 6,62 6,41 6,57 6,25 3,60 0,009** - -
Viscosidade (cP) 4,13 4,27 4,07 4,18 7,11 0,7861 NS - -

Solubilidade (%) 26,95 26,31 27,34 26,02 24,73 0,8534 NS - -

Matéria Seca (%) 18,94 19,15 19,49 17,76 4,32 0,0207* 0,0119* -

Condutividade
1683,17 6359,83 7078,50 7444,83 43,12 <0,0001*** 0,0002** 0,0024**

(uS/cm?)

L* 79,80 78,71 80,83 79,65 2,81 0,7767 NS - -
Croma 7,75 7,80 7,65 7,89 20,10 0,6823 NS - -
Angulo Hue 94,12 92,74 92,27 9545 0,74 0,0192* - -

C.V. — Coeficiente de Variacao.

A adicao do Helioguard™ 365 levou a uma redugéo linear significativa do pH
(Figura 6 D). Apesar disto e, da sabida sensibilidade das MAAs a mudancas de pH
(de la Coba et al., 2019), os valores de pH se situaram na faixa que os MAAs deste
produto (porfira-334 e shinorine) sdo mais estaveis, ou seja, entre 5 e 8 (SDS Ref.:
0830-XXX, 2016). Assim, nestas condicfes é mantida a atividade destas moléculas
na absorcao da radiagao UV.

A solubilidade em 4gua da emulsédo base néo foi afetada pela incorporagéo do
MAA e o percentual de solubilidade ficou proximo de 26% (Figura 6 E). Assim, a

adicao do Helioguard™ 365, mesmo na maior concentracdo, ndo modificou o efeito
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gue a base lipidica exerce como fonte hidrofébica da emuls&o. Desta forma, a baixa
solubilidade deste recobrimento poderia dificultar sua dissolu¢do em agua e impedir
gue este seja removido da superficie aplicada (Gontard et al.,1994; Oliveira et al.,
2018). Estes aspectos sdo importantes para promover um melhor efeito da barreira
quimica, além de diminuir o custo de aplica¢do do produto.

A incorporagéo do Helioguard™ 365 ndo modificou a viscosidade da emulséo
base (Figura 6F) (Tabela 3). Foram observados valores pouco maiores a 4 cP (Figura
6F), indicando estabilidade desta caracteristica mesmo com a incorporacao da maior
concentracdo deste produto. Como a viscosidade determina uma maior ou menor
fluidez e escoamento superficial da emulsdo (Velderrain-Rodriguez et al., 2019; Yang
et al., 2019), valores muito elevados nédo sao interessantes pois ndo permitem formar
uma cobertura uniforme. Desta forma, € fundamental a realizacdo de experimentos
a campo visando verificar a fluidez da emulséo na superficie dos produtos horticolas
e determinar a necessidade de se incorporar novos ingredientes visando diminuir a
tensao entre as interfaces (Zhu et al., 2018).

A condutividade foi significativamente afetada pela adicdo de MAA a emulséo
(Figura 6G). Os valores aumentaram de 1.683,17 uS/cm-* (0% MAA) para 7.444,833
uS/cm na emulsao contendo 4% de MAA (Figura 6G). O aumento da condutividade
das emulsdes pode ser atribuido a composi¢do do Helioguard™ 365, que além da
agua (79,79%), possui compostos outros como alcool (15%) e lactato de sédio
(0,16%), levando a uma maior concentracdo de ions dispersos em sua formulacéo.

A incorporagado do Helioguard™ 365 modificou significativamente o teor de
matéria-seca da emulsdo base (Figura 6H). Foi observado aumento significativo do
teor de matéria seca (MS) com a adicdo deste produto, o que ja era esperado, pois
foi adicionado mais componentes a emulsdo base e isto refletiu no aumento do teor
de MS, podendo ainda este aspecto sofrer influéncia dos residuos da prépria cera e

do processo de emulsificagdo, com a formacao de cristais soélidos.

3.5. Estabilidade do recobrimento contendo MAA

Apesar da emulsdo base de CC+HA ter se apresentado estavel, a

incorporacao de MAA a esta poderia modificar a sua estrutura e levar a alteragbes
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na mesma. Desta forma, as emulsdes contendo MAA foram submetidas a ciclo de
centrifugacéo de 980, 1.800 e 3.000 rpm, estresse térmico e ciclos de congelamento
e descongelamento (Tabela 4), de modo a identificar sinais de possiveis
modificacdes e consequente instabilidade. Ao longo dos ciclos de centrifugacdo nédo
foram observadas ocorréncias de alteracdes, em qualquer uma das formulagdes, que
apontassem qualquer instabilidade da matriz emulsionada. Com total estabilidade
mediante teste de centrifugacdo, pode-se concluir que a adicdo de MAA néo

comprometeu a estrutura da emulséo.
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Tabela 4. Andlises de estabilidade: centrifugacao, teste de temperatura e ciclos de congelamento — descongelamento de
emulsdes (base de cera de carnauba + hidréxido de amdnio) contendo 0%, 1%, 2% e 4% (v/v) de Helioguard™ 365, fonte das
micosporinas tipo aminoacidos (MAA).

Centrifugagéo Temperatura 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo  5°Ciclo  6°Ciclo

(%) Rep 980 1800 3000 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C 65°C 70°C 75°C 4°C 45°C 4°C 45°C 4°C 45°C 4°C 45°C 4°C 45°C 4°C 45°C

1 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
2 N N N N N N N N LM LM LM M M N N N N N N N N N N N N
oMaal 3 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
4 N N N N N N N N LM LM LM M M N N N N N N N N N N N N
5 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
6 N N N N N N N N M IM IM M M N N N N N N N N N N LM M
1 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
2 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
imMaal 3 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
4 N N N N N N N N LM LM LM M M N N N N N N N N N N N N
5 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
6 N N N N N N N N M IM LM M M N N N N N N N N N N N N
1 N N N N N N N N LM M M M M N N N N N N N N LM LM LM LM
2 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
omaal 3 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
4 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N N N N N
5 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
6 N N N N N N N N M IM IM M M N N N N N N N N N LM LM LM
1 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N N N N LM
2 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
amaal 3N N N N N N N N LM M M M M N N N N N N N N LM LM LM LM
4 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
5 N N N N N N N N LM M LM M M N N N N N N N N LM LM LM LM
6 N N N N N N N N IM IM IM M M N N N N N N N N N LM LM M
N = normal, sem modificacdo; LM = ligeira modificacdo; M = modificacédo, separacéo de fases
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Entretanto, durante o teste de estresse térmico (Tabela 4), as emulsdes
contendo MAA apresentaram-se estaveis até serem submetidas a 55°C, quando
passaram a apresentar ligeiras modificacdes, coalescéncia das emulsbes, com
posterior modificacdo e inicio de separacéo de fases a partir de 70°C. Por se tratar
de um produto natural com caracteristicas de amino&cidos, as MAA séo sensiveis ao
aumento da temperatura (desnaturacéo) e podem comecar a apresentar instabilidade
a partir dos 50°C (de la Coba et al., 2019; Geraldes et al., 2020), desta forma esta
cobertura ndo deve ser exposta a temperatura igual ou superior a 50°C, pois isto
poderia inativar o principio ativo desta cobertura.

Por outro lado, as emulsfes contendo MAA se mantiveram estaveis durante a
maior parte do periodo de congelamento e descongelamento (Tabela 4) no primeiro,
segundo, terceiro e quarto ciclos, porém a partir do quinto ciclo foram observadas
modificacdes iniciais tais como cremacéo e geleificacdo em todas as formulacdes
contendo MAA. Ao contrario da emulséo base que se mostrou completamente estavel
a este teste (Figura 4), a adicdo do Helioguard™ 365 modificou a estrutura desta
emulsdo, o que levou a mesma a apresentar ligeiras modificacfes. Todavia, estas
ainda podem ser consideradas estaveis, pois segundo demonstrado por Jurgelane et
al., (2017) é o conjunto das caracteristicas apresentadas pelas emulsdes, ndo apenas
um dos testes, que determina a sua estabilidade. Assim, dentro dos parametros
experimentais, as emulsées com a adicdo até concentracdo maxima de MMAs (4%)

podem ser consideradas emulsfes estaveis.

4. Conclusdes

O recobrimento produzido com a base lipidica cera de carnauba adicionado de
hidréxido de aménio (CC+H.A) apresentou as melhores caracteristicas tecnolédgicas
e se assemelhou a cera comercial (CCC) em relacdo as demais combinacdes de
bases lipidicas (cera de abelha, 6leo de milho e de soja) adicionadas ou ndo de
hidréxido de aménio. Da mesma forma, este recobrimento se mostrou mais estavel e
foi escolhido para ser a emulsdo base para a incorporacdo de micosporinas tipo
aminoacido (MAA).
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A adicdo de MAA a emulsdo base aumentou a absorbancia na regido do
ultravioleta (UV-B) e levou a poucas modificacdes nas caracteristicas tecnoldgicas
desta emulsdo. As emulsbes se mostraram estaveis quando submetidas a
centrifugacéo, porém modificacdes ligeiras foram observadas em temperaturas mais
elevadas e nos ultimos ciclos de congelamento e descongelamento.

O recobrimento desenvolvido pode ser utilizado como uma barreira quimica no

controle da escaldadura na pré-colheita de produtos horticolas.
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CAPITULO 3- Recobrimentos lipidicos adicionados de micosporinas tipo
aminoéacido (MAA) para o controle de escaldadura em frutos de

laranjeiras (Citrus sinensis L)

RESUMO - O Brasil € o maior produtor mundial de laranjas, porém mesmo
sendo classificada como uma fruta tropical/subtropical, esta é sensivel a ocorréncia
de disturbios fisiolégicos causados pela exposicao a luz solar, escaldadura, o que
afeta a qualidade desta fruta. A escaldadura é comumente controlada com a
pulverizacao das frutas com hidroxido de célcio e/ou caulim, contudo esta pratica nem
sempre € eficiente em funcdo da ocorréncia de chuvas e pela aplicacdo dos
tratamentos fitossanitarios. Como as micosporinas tipo aminoacido (MAA) existentes
em varios organismos marinhos os protegem contra as radiacdes ultravioleta UV-A e
UV-B, estes compostos poderiam ser incorporados a emulsdes visando ao controle
da escaldadura em frutos de laranjeiras. Assim, concentracdes crescentes do produto
comercial Helioguard™ 365, fonte de MAAs, foram adicionadas as emulsdes de base
lipidica (0%, 1%, 2% e 4% - v/v). As emulsdes foram aplicadas, pulverizadas,
manualmente ap0s a fase de desenvolvimento Il dos frutos de laranjeiras das
cultivares ‘Hamlin’, ‘Pera-rio’ e ‘Valéncia’ em intervalos de 21 dias, considerando a
precocidade das cultivares. O controle positivo constituiu a aplicacéo de hidroxido de
calcio a 5% e o controle negativo aos frutos sem nenhum tratamento. A adicdo de
MAA as emulsdes ndo resultou no controle da escaldadura em comparacdo aos
controles. Similarmente, ndo foram observadas diferencas significas para a maioria
dos parametros fisico-quimicos analisados, bem como para os parametros referentes
ao metabolismo oxidativo. Apenas as avalia¢des de coloracéo e dos teores de soélidos
solaveis e acido ascorbico diferiram em duas cultivares. Desta forma, o uso de MAA
nas concentragdes utilizadas foram pouco eficientes no controle de escaldadura em
frutos de laranjeira.

Palavras chave: Ascorbato peroxidase, Citrus sinensis L., escaldadura, Helioguard™
365, recobrimentos, superéxido dismutase.
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1. Introducéao

Durante o cultivo das diferentes espécies vegetais de interesse econdmico
estas estdo sujeitas a acdo deletéria de agentes abioticos, como os fatores
climaticos, que embora sejam responsaveis por proporcionar as condi¢des ideais
para o pleno desenvolvimento dos vegetais e permitir que estes consigam produzir
satisfatoriamente, estes nem sempre se encontram em niveis aceitaveis para a
manutencdo da sanidade ou qualidade das plantas e/ou dos produtos horticolas
produzidos, o que pode acarretar em perdas pré e pds-colheitas, além de prejuizos
econdmicos (Ferrante e Mariani, 2018; Asrey et al., 2020; Gullo et al., 2020).

A escaldadura (sunscald ou sunburn) é um disturbio fisiolégico que se
desenvolve em diferentes 6rgédos vegetais em decorréncia da alta incidéncia da
radiacéo solar e de temperaturas ambientais elevadas. A combinagéo destes fatores
pode induzir ao aumento da temperatura interna de frutos, ao estresse foto-oxidativo
dos pigmentos e danos aos tecidos da epiderme (Ferrante e Mariani, 2018). Assim,
a energia luminosa incidida em excesso sobre os componentes que integram o0s
complexos de captagao de luz, como as organelas contendo clorofila, carotenoides,
antocianinas, que sao responsaveis pela regulacdo da energia luminosa incidida e
gue deve seguir até os centros de reacdes dos fotossistemas e aos demais
componentes responsaveis pelo transporte de elétrons (Horton, 2000; Torres et al.,
2016), pode estimular a geracao excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Estes passam entdo a atuar como sinalizadores de estresse, para agente deletérios,
como a inducgéo de foto-oxidacdo, degradacéo de estruturas celulares, foto-inibicdo
dos fotossistemas e peroxidacdo de lipideos da membrana plasmatica (Naschitz et
al., 2015; Torres et al., 2016; Rodriguez et al., 2019).

Nas frutas citricas a regido mais externa que caracteriza a epiderme dos frutos
€ denominada flavedo e este contém teores elevados de pigmentos como as
clorofilas e carotenoides, que além de atuarem na protecdo antioxidantes de tecido,
contribuem como precursores de muitos compostos relacionados aos processos
fisiologicos que afetam a qualidade dos frutos (Zacarias-Garcia et al., 2020). Em
condi¢des normais, os pigmentos atuam amenizando a energia luminosa que chega

a superficie dos frutos, entretanto, quando em excesso, estes pigmentos nao sao
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capazes de impedir o estresse foto-oxidativo, além de serem fotodegradados
(Horton, 2000; Torres et al., 2016).

Naturalmente, as ERO sdo produzidas como sinalizadores para induzir
respostas metabolicas essenciais para as células, no entanto, assim como a
fotodegradacdo dos pigmentos sao sinais do efeito deletério da radiacao solar, a
producdo excessiva de ERO pode ser consideradas como resultado do estresse as
guais estdo submetidos os vegetais, levando a uma maior atividade dos sistemas de
defesa antioxidantes, que geralmente, atuam de forma eficiente na inibicdo dos
processos foto-oxidativos e de fotoinibicdo (Munné-Bosch e Vincent, 2019;
Rodriguez et al., 2019). Todavia, em condigcdes extremas, pode ocorrer o
desenvolvimento de diferentes injdrias e nos mais variados graus de intensidade,
como a escaldadura. Esta injaria pode levar a prejuizos econdémicos, visto que a
ocorréncia dos sintomas como enrugamento, branqueamento e necrose da epiderme
dos frutos, faz com que estes néo atinjam os padrdes de qualidade exigidos pelo
mercado consumidor (Ambrozy et al., 2016; Torres et al., 2016; Mupambi et al.,
2018).

Apesar das laranjeiras (Citrus sinensis L.) serem uma espécie frutifera
originaria de regides de climas tropical e subtropical (Gmitter e Hu,1990; Akinde et
al., 2017), estas sdo susceptiveis a ocorréncia de injurias fisiolégicas que se
desenvolvem em resposta a exposicdo excessiva a radiacao solar, principalmente
guando associada a temperaturas elevadas. A alta incidéncia de radiac&o solar pode
induzir ao desenvolvimento de escaldadura em diferentes 6rgéos, tais como troncos,
galhos, folhas e frutos (Torres et al., 2016; Ferrante e Mariani, 2018). No tocante aos
frutos, destacadamente pela importadncia no mercado de frutas in natura, as
cultivares ‘Hamlin’, ‘Pera-Rio’ e ‘ Valéncia’ sdo susceptiveis a escaldadura. Assim, €
necessario a utilizacado de métodos de protecéo contra os efeitos nocivos da radiacéo
solar de modo a se evitar danos econdmicos oriunda do descarte dos frutos com
escaldadura.

Tradicionalmente, o controle da escaldadura € realizado com a pulverizacéo
das plantas e frutos com solugdes de hidréxido de calcio Ca(OH)2 ou carbonato de
célcio (Glenn & Puterka, 2005) e caulim que contém o mineral caulinita (Al2032 SiO2

2 H20) como principal constituinte. O uso de tais compostos se relaciona a formagéao
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de barreiras refletivas ao se aplicar estas solugbes, que em contato com o ar, tem
sua fracdo liquida, geralmente a base de agua, evaporada, restando um
recobrimento solido de particulas minerais de coloracdo branca, que promove 0
bloqueio e/ou reflexdo de parte da radiacdo solar, reduzindo a temperatura na
superficie dos frutos e assim, suprimir o desenvolvimento da escaldadura (DPI, 2006;
Gullo et al., 2020).

Todavia, o0 uso destas solucdes pode ser pouco eficiente, pois devido a sua
solubilidade em agua, estas podem ser removidas por ocasiao de chuvas, podendo
provocar danos ao meio ambiente e aos frutos quando em concentracdes elevadas
(Lopes et al, 2014). Soma-se a isso, com 0 surgimento do greening, também
conhecido como Huanglongbing ou HLB, fazendo-se necesséario pulverizar os
pomares de laranjeiras periodicamente (10 — 15 dias), o que pode levar a remocéo
da cobertura formada por estes produtos.

Desta forma, vérias alternativas vém sendo desenvolvidas visando ao controle
da escaldadura causada pelo excesso de radiacdo solar. Pode-se citar o
ensacamento dos frutos (Hofman et al., 1997), o uso de redes protetoras (Lal e Sahu,
2017), a pulverizagcdes com acido ascorbico (Andrews et al., 1999; Johnson et al.,
1999), argilas (DPI, 2006) e produtos dissolvidos em ceras, tais como 0 Raynox®
(Schrader et al., 2011). Contudo, estas alternativas se caracterizam como métodos
fisicos de controle da escaldadura e ha pouca informacéo disponivel no tocante aos
meétodos quimicos de controle desta injuria.

Uma possibilidade para o desenvolvimento de métodos quimicos de controle
da escaldadura seria 0 uso das micosporinas tipo aminoécidos (MAA). As MAA
atuam no mecanismo de defesa e protecdo contra os efeitos nocivos da radiacéo
ultravioleta (UV) em organismos marinhos como microrganismos aquaticos e algas
(Fernandes et al., 2015). No que se refere a estrutura quimica dos MAA, estes séo
compostos formados por um anel de aminociclohexenimina, cujas diferengcas na
estrutura central resultam nas diferentes MAAs existentes (Wada et al., 2015). As
MAA tém a capacidade de absorver a radiacdo solar nos comprimentos de onda de
310 e 360 nm, promovendo a dissipacéo do excesso de energia sob a forma de calor,
reduzindo ou minimizando a producéo de producéo elevada de ERO (Libkind et al.,
2005).
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Ao funcionarem como “protegdo solar” nos organismos aquaticos (Dunlap &
Yamamoto, 1995) e em produtos para os cuidados para a pele expostas ao sol e em
outros materiais ndo biolégicos (Bandarnayake, 1998), o uso de produtos fontes de
MAAs, como o produto comercial Helioguard™ 365 (SDS Ref.: 0830-XXX, 2016) fonte
das MAAs porfira-334 e shinorina, poderia ser uma alternativa para o controle de
escaldaduras em frutos de laranjeiras. Estes produtos foram adicionados a
recobrimentos emulsionados de base lipidica (Pedrosa et al., in press), porém ha a
necessidade de verificar a eficiéncia destas emulsées em condi¢des de cultivo. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade fotoprotetora de
recobrimentos de base lipidica contendo MAAs para uso na pré-colheita dos frutos de
laranjeira, sendo estes comparados com a pulverizacées com Ca(OH)z, avaliando a
gualidade e determinando os biomarcadores fisioldgicos relacionados aos aspectos

quimicos e bioguimicos dos frutos submetidos a estes tratamentos.

2. Material e Métodos

2.1. Reagentes

Os recobrimentos foram feitos utilizando cera de carnaudba tipo Il (Microcristal,
Ribeirédo Preto, Brasil), glicerol p.a. (Dindmica, Brasil), Tween 80 (Exodo Cientifica,
Brasil), acido oléico p.a. (Exodo Cientifica, Brasil), hidréxido de aménio 28-30% p.a.
(Exodo Cientifica, Brasil), &cido citrico p.a. (Synth, Brasil) e bissulfito de s6dio 58,5%
(Quimesp, Brasil) e acido ortofosforico p.a. (Exodo Cientifica, Brasil). A fonte de
micosporina tipo aminoacido (MAA) foi o produto comercial Helioguard-365 (Mibelle
Group Biochemistry, Buchs, Suica) e hidroxido de calcio (Linhal, Sdo Paulo, Brasil)

foi utilizado para o tratamento controle.
2.2. Material vegetal e conducédo do experimento
O experimento foi instalado nos pomares da Estacdo Experimental de

Citricultura de Bebedouro (EECB), localizada no municipio de Bebedouro (20° 56’
59” Sul, 48° 28’ 44” Oeste, 575 m de altitude), Sdo Paulo, Brasil. Foram utilizados
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pomares com laranjeiras (Citrus sinensis L.) das cultivares ‘Hamlin’ (7 anos), ‘Pera-
Rio’ (9 anos) e ‘Valéncia’ (9 anos), que séo cultivares precoces, de meia-estagcao e
tardias, respectivamente. Estes pomares foram conduzidos de acordo com os tratos
culturais e tratamentos fitossanitarios recomendados para a cultura e ndo foram
irrigados.

Para cada cultivar, foram aleatoriamente selecionadas 10 plantas e em cada
uma destas plantas 6 frutos na fase Ill de maturacdo receberam o0s seguintes
tratamentos: i. controle negativos (C-), sem aplicagao de qualquer recobrimento; ii.
controle positivo (C+), aplicacdo da solucdo aquosa contendo 5% hidréxido de célcio
(m/v), iii. recobrimento de base lipidica contendo 0% de Helioguard™ 365; iv.
recobrimento de base lipidica contendo 1% de Helioguard™ 365, v. recobrimento de
base lipidica contendo 2% de Helioguard™ 365, e vi. recobrimento de base lipidica
contendo 4% de Helioguard™ 365. As aplicagbes dos recobrimentos foram
realizadas a cada 21 dias, a partir da segunda quinzena de maio até o momento da
colheita no inicio de setembro, com o auxilio de borrifadores manuais (Unilux, Brasil)
até a maturacéo dos frutos.

Visando garantir a exposi¢cdo dos frutos a radiacéo solar, foram realizadas
podas nas faces das copas das plantas voltadas ao direcionamento da
movimentacdo do sol. O numero de aplicacbes se baseou na precocidade das
cultivares, ou seja, duas na ‘Hamlin’ (precoce), quatro na ‘Pera-Rio’ (meia-estacéo)
e cinco na ‘Valéncia' (tardia). Desta forma, para cada cultivar, isoladamente, os
experimentos foram conduzidos segundo um delineamento em blocos casualizados
(DBC) com 6 tratamentos e 10 repeti¢cdes de 1 fruto.

Quando os frutos destas cultivares atingiram a maturidade fisiolégica, estes

foram colhidos manualmente e analisados quanto:

2.3. Incidéncia de escaldadura

A incidéncia de escaldadura foi determinada segundo a escala de notas
descrita por Amarante et al. (2010) com modificacdes, ou seja: 0 = nula (sem a
presenca de escaldadura); 1 = baixa (aparecimento de area amarelada); 2 =

moderada (presenca de area amarela); 3 = alta (area amarela com inicio de necrose);



64

e 4 = extremamente alta (area amarela com elevada necrose). Os resultados
expressam o grau de ocorréncia e severidade de escaldadura na epiderme (flavedo)

dos frutos.

2.4. Analises fisico-quimicas

Coloragéo: A coloragéo da epiderme (flavedo) foi determinada nas areas que
receberam os recobrimentos. Para isso foi utilizado um colorimetro (Minolta, modelo
CR-400, Osaka, Japdo) segundo os parametros L*, a* e b* da Commission
internationale de [I'éclairage (CIE). Estes valores foram transformados em
cromaticidade e angulo hue de acordo com o descrito por McGuire (1992).

Teor de sélidos soluveis (TSS): O teor de TSS do suco das laranjas foi
determinado utilizando um refratbmetro digital (Atago, modelo Alpha, Osaka, Japao)
e os resultados expressos em °Brix (AOAC, 2016).

Acidez titulavel (AT): A AT foi determinada por titulag&o utilizando uma amostra
de 10 mL do suco que foi titulada com 0,1 N NaOH (m/v) usando 1,0% fenolftaleina
(m/v) como indicador. Os resultados foram expressos como equivalentes mg de acido
citrico g de suco (mg.g?) (AOAC, 2016).

Ratio: A relacdo TSS/AT foi obtida pela divisdo dos valores encontrados para
TSS e AT segundo o descrito pela AOAC (2016).

Potencial hidrogenionico (pH): A determinacgao do pH foi realizada diretamente
no suco das laranjas através do método potenciométrico usando um peagémetro
(Thermo Scientific, modelo Orion 3 Star, EUA) segundo o descrito pela AOAC (2016).

Teor de acido ascorbico: O teor de acido ascérbico (AsA) no suco dos frutos
foi determinado de acordo com o método descrito por Strohecker e Henning (1967).
Desta forma, 10 mL de suco foi diluido em uma solucdo contendo 0,5% de acido
oxalico (m/v) e titulado com 0,02% de 2,6-dicloro-fenolindofenol. Os resultados foram
expressos em mg de AsA por g de massa fresca (mg.g?)

Massa dos frutos: A massa dos frutos foi determinada pesando-se as laranjas
em uma balanca semi-analitica (Shimadzu, modelo AUY, Japao) e os resultados

foram expressos em gramas (g).
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Rendimento de suco: O rendimento de suco foi quantificado através da
pesagem direta do volume de suco extraido em relacdo a massa total dos frutos. Os
resultados foram expressos em porcentagem (%), conforme o descrito por Pereira et
al. (2018).

2.5. Metabolismo oxidativo

Preparo das amostras: Um total de 0,7g amostras de epiderme (flavedo) foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -20 °C. Estas amostras foram
moidas usando almofariz e pistilo de ceramica até a obtencédo de um pé fino para as
analises relativas ao metabolismo oxidativo.

Peroxidacao lipidica: O grau de peroxidacéo lipidica da epiderme (flavedo) foi
determinado com base na formacdo de malondialdeido (MDA) em funcdo da
reatividade desta substancia ao 4cido tiobarbitarico (TBA). O extrato foi obtido através
da homogeneizacao dos tecidos com acido tricloroacético (TCA) a 0,1% (m/v), 20%
de polivinilpirrolidona (PVPP) e centrifugados (Thermo Scientific, ST16-R, EUA) a
15.000 g a 4 °C por 15 minutos, seguido de incubacdo em banho-maria a 95 °C por
30 min. O sobrenadante recolhido foi homogeneizado com solu¢cdo de &cido
tiobarbitdrico a 0,5% (v/v) dissolvido em &cido tricloroacético 20% (v/v). A
concentracdo de equivalentes de malondialdeido (MDA) foi calculada usando um
coeficiente de extingdo de 1,55 x 10°.molt.cm, com leituras entre 535 e 600 nm
usando o espectrofotdbmetro e os resultados foram expressos em nmol de MDA por g
de massa fresca (Shimadzu, UV-1280, Japéo) (Gratéao et al., 2012).

Teor de proteinas: Para a quantificacdo do teor de proteina na epiderme
(flavedo) dos frutos, 0,7 mg de amostra foi macerada em almofariz com nitrogénio
liguido e homogeneizadas com tampéo fosfato de potassio a 100 mM (pH 7,0),
contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e polivinilpolipirrolidona (PVPP)
insoltivel. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos a 4°C e o
sobrenadante resultante armazenado a -80°C para usO nos ensaios enzimaticos
(Azevedo et al., 1998). A quantificacdo de proteinas foi determinada pelo método de
Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como padréo.
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Atividade da ascorbato peroxidase (APX): Atividade da APX (APX, EC
1.11.1.1) foi determinada segundo o descrito por Gratdo et al. (2012). Para isto o
extrato enzimatico foi homogeneizado com tampéo fosfato de potassio 80 mM (pH
7,0) contendo 5 mM de ascorbato (m/v). A atividade da APX foi determinada
monitorando a oxidacdo do ascorbato a 290 nm com um espectrofotometro
(Shimadzu, UV-1280,

Japao) durante 60 segundos. Os resultados foram expressos como APX (umol.min
“.mg ™" proteina).

Atividade da superoxido dismutase (SOD): A determinacédo da atividade da
enzima SOD (EC 1.15.1.1) foi realizada seguindo o protocolo descrito por
Giannopolitis e Ries (1977). O extrato enzimatico (50 mL) foi homogeneizado em
tampao fosfato de potassio 100 mM a pH 7,8, 50 mM de metionina (m/v), 10 mM de
EDTA (m/v), 1 mM de cloreto de nitrotetrazolio azul (NBT) e 0,1 mM de riboflavina
(m/v). A solucéo foi colocada para reagir sob uma lampada fluorescente a 25°C por 5
minutos e a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 560 nm usando o
espectrofotometro (Shimadzu, UV-1280, Japdo) e os resultados expressos em

UAE.mg* de proteina.

2.6. Anédlise estatistica

Os dados relativos a cada cultivar foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) utilizando as fun¢@es gls do pacote nime (Pinheiro et al., 2020) e anova do
pacote stats R (Fox and Weisberg, 2010) do software R (R Core Team, 2020). As
meédias foram comparadas por meio de comparacdes multiplas utilizando ajuste de
multiplicidade de Tukey disponivel na funcdo emmeans do pacote emmeans (Lenth,
2019) do software R (R Core Team, 2020). Valores de P menores que 0,05 foram

considerados como significativos.
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3. Resultados

3.1. Laranjas ‘Hamlin’

Quanto ao desenvolvimento da escaldadura, foram observadas diferencas
significativas entre os frutos tratados com o recobrimento contendo 2% de
Helioguard™ 365 em relagao aos demais tratamentos, sendo que estes nao diferiram
estatisticamente tanto do C+ quanto do C- (Figura 1A). O indice de escaldadura
variou entre baixo (nota = 1) a moderado (nota = 2), sendo os frutos tratados com
2% de Helioguard™ 365 apresentando indice de 1,2 enquanto os controles
apresentaram escaldadura de grau mais proximo a moderado, ou seja, 1,7 (Figura
1A).

A coloracdo da area com sintomas de escaldadura apresentou diferencas
significativas para a luminosidade (L*), angulo hue (°h) e cromaticidade (Figura 1).
De modo geral, foi possivel observar valores mais altos de L*, h®° e cromaticidade no
flavedo dos frutos C+ e C- em relacdo aos frutos tratados com os recobrimentos
(Figura 1B, 1C, 1D). O °h foi significativamente afetado pelo incremento da
concentragdo de Helioguard™ 365, ou seja, quanto maior a concentracdo deste
produto nos recobrimentos menores foram os valores de °h no flavedo dos frutos
(Figura 1C), indicando modificacdo caracteristica de tonalidade, mais amarelo-
avermelhada, da epiderme dos frutos escaldados pela degradacdo dos pigmentos

clorofilados.
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Figura 1. Avaliacao da incidéncia de escaldadura e coloracao dos frutos de laranjeira
‘Hamlin’ tratados com emulsdes contendo 0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard™ 365
(fonte de micosporina tipo aminoacido - MAA) e dos controles positivo (hidroxido de
calcio 5% m/v) e negativo (sem coberturas). (A) luminosidade - L*, (B) angulo hue - °h
e (C) cromaticidade — croma. Médias seguidas com letras diferentes sao
estatisticamente diferentes pelo teste de comparacdes multiplas usando o ajuste de
multiplicidade de Tukey (P<0,05). As barras representam o desvio padrdo de 6
repeticoes.

Quanto aos parametros de qualidade fisico-quimicos, a massa dos frutos variou
de 93,73g nos tratados com 4% de Helioguard™ 365 a 105,36g com 1% de
Helioguard™ 365, porém sem diferengas estatisticas entre os tratamentos (Figura
2A). Similarmente, ndo houve diferenca quanto ao rendimento em suco que variou
de 30 a 37% (Figura 2B). Os frutos colhidos eram pequenos e apresentavam polpa
de aspecto endurecido e interior seco.

Para os demais parametros fisico-quimicos, foram observadas diferencas
significativas dos tratamentos no pH, teor de solidos soluveis (TSS) e de éacido
ascorbico (Figura 2). Os valores de pH variaram apenas entre os frutos do tratamento
0% Helioguard™ 365 em relagao aos tratados com 4% Helioguard™ 365 (Figura 3C).

Os TSS foram maiores nos frutos controle, tanto C+ (Brix° 14,22) quanto C- (Brix°
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13,98), em relacdo aos frutos que receberam os recobrimentos, que nao diferiram
entre si (Figura 3E). Por outro lado, os teores de acido ascorbico foram maiores nos
frutos tratados com os recobrimentos em relacéo aos controles (Figura 3G), podendo
ser observado um aumento teores médios de acido ascorbico de 43,77 mg.g no

flavedo dos frutos recobertos com 0% MAA, para 54,53 mg.g com o uso de 4% MAA.
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Figura 2. Caracterizagao fisico-quimica: (A) massa, (B) rendimento de suco, (C) pH,
(D) acidez titulavel (AT), (E) teor de solidos soluveis (TSS), (F) ratio e (G) teor de &cido
ascorbico dos frutos de laranjeira, cultivar ‘Hamlin’, tratados com: emulsdo contendo
micosporina tipo aminoacido (MAA) (0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard 365) e controles
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positivo (hidroxido de calcio 5%) e negativo (sem cobertura). Os meios com letras
diferentes sdo estatisticamente de acordo com multiplas comparacdes usando o
ajuste de multiplicidade de Tukey (P<0,05).

Em relacdo aos parametros referentes ao metabolismo oxidativo, ndo foi
observado efeito significativo dos tratamentos para o teor de malondialdeido (MDA),
correspondente a ocorréncia de estresse, e de proteina, bem como para atividade

das enzimas ascorbato peroxidase (APX) e superéxido desmutase (SOD) (Figura 3).
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Figura 3. Marcadores bioquimicos: (A) teor de malondialdeido (MDA), (B) proteina,
(C) atividade da ascorbato peroxidase (APX) e (D) superéxido desmutase (SOD) dos
frutos de laranjeira, cultivar ‘Hamlin’, tratados com: emulsao contendo micosporina tipo
aminoacido (MAA) (0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard 365) e controles positivo
(hidréxido de calcio 5%) e negativo (sem cobertura). Os meios com letras diferentes
sdo estatisticamente de acordo com multiplas comparacfes usando o0 ajuste de
multiplicidade de Tukey (P<0,05).



71

3.2. Laranjas ‘Pera-Rio’

O grau da ocorréncia e severidade da escaldadura nestes frutos apresentou
diferencas entre os tratamentos, sendo observados valores moderados a altos para
os frutos tratados com as emulsdes contendo MAA (2% de MAA = 2,30 e 4% de MAA
= 2,80), enquanto os frutos dos tratamentos controle apresentaram valores variando
entre baixo a moderado (Figura 4A).

Os frutos submetidos as aplicacbes das emulsbes contendo MAA
apresentaram mudancas nos parametros de coloracdo (Figura 4), sendo observada
diferenca significativa para luminosidade (L*) e angulo hue (°h). Foi observado
valores mais altos de L* nos frutos tratados com as emulsf@es que continham MAA
em relacdo aos frutos dos tratamentos controle (C+ = 72,03; C-= 71,34). Apesar da
escaldadura levar ao branqueamento e clareamento da epiderme (Chabbal et al.,
2014; Farag et al., 2019), a menor L* no flavedo dos frutos tratados com as emulsdes
contendo MAA se relacionaram ao escurecimento das emulsées quando expostas a
radiacdo solar em condi¢cdes de campo.

Similarmente, com excec¢ao dos frutos do tratamento 4% de MAA, os frutos
dos tratamentos controle (C+ e C-) se mostraram mais amarelados que dos demais
tratamentos (Figura 4C). No que se refere ao parametro croma, néo foi identificada

diferenca significativa em seus valores observados (Figura 4D).
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Figura 4. Avaliacao da incidéncia de escaldadura e coloracao dos frutos de laranjeira
‘Pera-Rio’ tratados com emulsdes contendo 0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard™ 365
(fonte de micosporina tipo aminoacido - MAA) e dos controles positivo (hidroxido de
calcio 5% m/v) e negativo (sem coberturas). (A) luminosidade - L*, (B) angulo hue - °h
e (C) cromaticidade — croma. Médias seguidas com letras diferentes sao
estatisticamente diferentes pelo teste de comparacdes multiplas usando o ajuste de
multiplicidade de Tukey (P<0,05). As barras representam o desvio padrdo de 6
repeticoes.

N&o foram observadas diferencas significativas para a massa dos frutos e o
rendimento em suco foi em média de 39% (Figura 5A e B). O mesmo pode ser
observado para os resultados obtidos para os parametros de qualidade pH, acidez
titulavel (AT) e ratio, que ndo apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos (Figura 5). Por outro lado, os teores de TSS e &cido ascorbico (AsA)
foram significativamente maiores nos frutos dos controles (C+ e C-) em relagcédo aos

tratados com as emulsdes contendo MAA (Figura 7E e 7G).
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Figura 5. Caracterizagao fisico-quimica: (A) massa, (B) rendimento de suco, (C) pH,
(D) acidez titulavel (AT), (E) teor de solidos soluveis (TSS), (F) ratio e (G) teor de &cido
ascorbico dos frutos de laranjeira, cultivar ‘Pera-Rio’, tratados com: emulsao contendo
micosporina tipo aminoacido (MAA) (0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard 365) e controles
positivo (hidroxido de calcio 5%) e negativo (sem cobertura). Os meios com letras
diferentes sdo estatisticamente de acordo com mudultiplas compara¢des usando o
ajuste de multiplicidade de Tukey (P<0,05).
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Os resultados dos marcadores bioquimicos apresentaram variagdes entre as
médias observadas para os diferentes tratamentos (Figura 6), porém estas
diferencas ndo foram significativas para os teores de MDA (Figura 6A), proteina
(Figura 6B), bem como para as atividades enzimaticas das enzimas APX (Figura 6C)
e SOD (Figura 6D).
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Figura 6. Marcadores bioquimicos: (A) teor de malondialdeido (MDA), (B) proteina,
(C) atividade da ascorbato peroxidase (APX) e (D) superéxido desmutase (SOD) dos
frutos de laranjeira, cultivar ‘Hamlin’, tratados com: emulsao contendo micosporina tipo
aminoacido (MAA) (0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard 365) e controles positivo
(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).
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3.3. Laranjas ‘Valéncia’

A incidéncia de escaldadura nos frutos desta cultivar também néo apresentou
diferencas significativas entre os tratamentos, sendo os sintomas de severidade do
desenvolvimento desta injuria considerados baixos a moderados (Figura 7A).

Com excecdo da cromaticidade (croma), a coloracdo dos frutos apresentou
diferencas entre os tratamentos (Figura 8). Para a luminosidade (L*), a Unica diferenca
observada se deu entre os frutos do tratamento C- e os tratados com a emulséao
contendo 1% de MAA (Figura 8B). Por outro lado, o angulo hue (°h) foi
significativamente maior nos frutos dos tratamentos controle (C+ e C) em relacdo aos
tratados com as emulsGes, que se apresentaram mais escurecidos que o0s dos

controles (Figura 8C).
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Figura 7. Avaliacdo da incidéncia de escaldadura e coloracéo dos frutos de laranjeira
‘Valéncia’ tratados com emulsdes contendo 0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard™ 365
(fonte de micosporina tipo aminoacido - MAA) e dos controles positivo (hidroxido de
calcio 5% m/v) e negativo (sem coberturas). (A) luminosidade - L*, (B) angulo hue - °h
e (C) cromaticidade — croma. Médias seguidas com letras diferentes sao
estatisticamente diferentes pelo teste de compara¢gdes mdultiplas usando o ajuste de
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multiplicidade de Tukey (P<0,05). As barras representam o desvio padrdo de 6

repeticoes.

N&o foram observadas diferencas significativas para todos os parametros

fisico-quimicos avaliados (Figura 9). A massa fresca, rendimento de suco, pH, teor

de sélidos soluveis (TSS), acidez titulavel (AT), ratio e teor de acido ascorbico (AsA)

(Figura 8) nao foram afetados pela aplicacdo dos tratamentos com as emulsdes

contendo MAA em relacéo aos controles (C+ e C-).
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Figura 8. Caracterizacao fisico-quimica: (A) massa, (B) rendimento de suco, (C) pH,
(D) acidez titulavel (AT), (E) teor de solidos soluveis (TSS), (F) ratio e (G) teor de acido
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ascorbico dos frutos de laranjeira, cultivar ‘Valéncia’, tratados com: emulsdo contendo
micosporina tipo aminoacido (MAA) (0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard 365) e controles
positivo (hidroxido de calcio 5%) e negativo (sem cobertura). Os meios com letras
diferentes sdo estatisticamente de acordo com multiplas comparacdes usando o
ajuste de multiplicidade de Tukey (P<0,05).

Similarmente, ndo foram observadas diferencas significativas para a maioria
dos parametros oxidativos (Figura 9). Todavia, os teores de proteina no flavedo dos
frutos, principalmente ao se comparar as concentracdes determinadas nos frutos do
tratamento controle positivo (C+), 1,64 mg.gt, foram inferiores aos observados nos
frutos tratados com a formulacdo contendo 0% de MAA, 4,26 mg.g™* (Figura 9B). As
atividades das enzimas APX (Figura 9C) e SOD (Figura 9D), bem como os teores de

MDA nao foram afetadas pelos tratamentos (Figura 9 A).
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Figura 9. Marcadores bioquimicos: (A) teor de malondialdeido (MDA), (B) proteina,
(C) atividade da ascorbato peroxidase (APX) e (D) superéxido desmutase (SOD) dos
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frutos de laranjeira, cultivar ‘Valéncia’, tratados com: emuls&o contendo micosporina
tipo aminoacido (MAA) (0%, 1%, 2% e 4% de Helioguard 365) e controles positivo
(hidroxido de calcio 5%) e negativo (sem cobertura). Os meios com letras diferentes
sdo estatisticamente de acordo com multiplas comparacfes usando 0 ajuste de
multiplicidade de Tukey (P<0,05).

4. Discussao

Apesar dos recobrimentos de base lipidica com incorporacdo de MAA terem
demonstrado aumento de absorbancia na regido do UV-B (Pedrosa et al., in press),
estes demonstraram pouca eficiéncia no controle da escaldadura, principalmente
guando comparados aos tratamentos sem cobertura (C-) e/ou tratados com hidroxido
de calcio (C+), Figura 1A, 4A e 7A. Foi observada alteracédo na coloracao dos frutos
tratados com o0s recobrimentos, o que se relacionaram aos efeitos deletérios do
excesso de radiacao solar, ou seja, degradacéo da clorofila e amarelecimento (Santos
etal., 2010; Asrey et al., 2020), bem como do escurecimento das emulsdes em contato
com a radiacdo solar (Apéndice A). Em relacdo as cultivares de laranjeiras, 0s
sintomas de escaldadura foram especificamente mais severos na ‘Pera-Rio’
(Apéndice A), cujos frutos apresentaram sintomas de moderado a alto grau de
severidade, indicando que os recobrimentos foram ainda menos efetivos neste cultivar
(Figura 4A).

Apesar de menos intensos, foram observados sintomas de escaldadura nos
frutos do tratamento controle negativo (C-), dada a auséncia de protecdo. Todavia, 0
tratamento tradicional com hidréxido de célcio 5% (C+) também se mostrou pouco
efetivo no controle desta injuria, particularmente nas cultivares ‘Hamlin’ e 'Valéncia'
(Figura 1A e 7A). A baixa eficiéncia do C+ se deve a sua solubilidade em agua fazendo
com que o hidroxido de célcio seja removido da superficie dos frutos por ocasido de
chuvas (Lopes et al, 2014), bem como do grande numero de pulverizacdes (10 a 15
dias) realizadas para o controle do Huanglongbing (HLB). Desta forma, outras
alternativas devem ser desenvolvidas visando ao controle da escaldadura causada
pelo excesso de radiacdo solar em frutos de laranjeira.

Apesar da comprovada acao foto protecdo dos MAA (Fuentes-Tristan et.,

2019), bem como do aumento de absorbancia na regidao do UV-B nos recobrimentos
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contendo estes compostos (Pedrosa et al., in press), as condi¢gdes climaticas de seca
severa e de altas temperaturas e radiacdo solar observadas durante a conduc¢ao do
experimento, conjuntamente com as baixas condi¢cdes em que as plantas produtoras
se encontravam (Apéndice B), podem ter contribuido para a falta de eficiéncia dos
recobrimentos no controle da escaldadura, assim como para a aparéncia dos
recobrimentos, que em funcdo da exposicdo a radiacdo solar, se tornaram escuros,
nao mais atuando como barreira quimica, mais possivelmente como fonte de um novo
estresse, visto que sua coloracdo escura possivelmente favoreceu a absorcdo de
energia sob a forma de calor.

Da mesma forma, as altas temperaturas e a radiacao solar elevadas, bem como
0s baixos valores de umidade relativa do ar e precipitagcdo nas areas experimentais
(Apéndice C) resultaram na producdo de frutos pouco desenvolvidos, com polpa
endurecida, acarretando em baixo rendimento de suco (Ferrante e Mariani, 2018),
para os frutos de todos os tratamentos, principalmente nas cultivares ‘Hamlin’ e
‘Valéncia’ (Figuras 1A e 7A). Assim, tais fatores de influéncia ndo permitem determinar
explicitamente se tais resultados podem estar relacionados as cultivares ou aos
efeitos dos tratamentos aplicados.

A incidéncia da radiacdo solar quando em excesso pode promover 0O
desenvolvimento de processos deletérios como a fotoinibicdo da fotossintese e
fotoxidacado de pigmentos, que resultam em disturbios fisiol6gicos como a escaldadura
(Gullo et al., 2020). A producéo excessiva de EROs pode indicar a ocorréncia de
estresse como em resposta a alta incidéncia de radiacdo solar (Ferrante e Mariani,
2018).

Refletindo a falta de efetividade no controle da escaldadura dos recobrimentos
testados, todos os parametros do metabolismo oxidativo ndo diferiram em relacdo aos
tratamentos controle. Assim, as concentracdes de MDA, produzido em consequéncia
da ocorréncia do estresse, de proteina, bem como as atividades das enzimas SOD e
da APX, exemplificaram as consequéncias e respostas do sistema, com a ativagdo do
sistema antioxidante em funcao da exposicéo luminosa para controle dos processos
oxidativos (Torres et al., 2016). Todavia, esta atividade n&o foi suficiente para impedir
os danos fotoxidativos que progrediram em sintomas tipicos de escaldadura em frutos

de laranjeira.
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Similarmente ao observado por Weerakkody et al., (2010), que relataram a
ineficiéncia de filtros solares a base de caulim para o controle de escaldadura em
romas (Punica granatum L.), o tratamento com hidréxido de calcio a 5% também foi
pouco efetivo em ativar o metabolismo antioxidante e evitar a escaldadura em frutos
de laranjeiras. Nesse contexto, os recobrimentos de base lipidica com a incorporacéo
de MAA pouco contribuiram com a manutencdo da qualidade e metabolismo

oxidativos dos frutos de laranjeira.

5. Conclusdes

O uso de recobrimentos de base lipidica nas concentracfes de 0%, 1%, 2% e
4% (v/v) do produto Helioguard™ 365, fonte de micosporina tipo aminoacido (MAA),
bem como a utilizacdo do tratamento tradicional com pulverizacdo com hidréxido de
calcio a 5%, ndo demonstraram eficiéncia para inibir o desenvolvimento da
escaldadura nos frutos de trés cultivares de laranjeira.

Os parametros fisico-quimicos e do metabolismo oxidativo ndo foram afetados
pelos tratamentos, além de possivelmente terem sofrido influéncia das condicfes
climaticas severas da area ondem foi conduzido o experimento, 0 que revela a
necessidade de se refazer o mesmo em outras condi¢des climéticas, ou ainda, rever
as formulacdes e fotoprotetores utilizados. Ainda pode-se buscar novas fontes de
protecao fisica e quimica para o controle da escaldadura em frutos de laranjeira que

seja eficiente em condicfes climéticas extremas.
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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.
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APENDICE A — Tratamentos da cultiva ‘Pera-Rio’. Frutos dos grupos: controle positivo
(hidroxido de célcio — C+), controle negativo (sem cobertura — C-), 0% de Helioguard™
365 (fonte dos MAAS) (0 MAA), 1% de Helioguard™ 365 (fonte dos MAAS) (1 MAA),
2% de Helioguard™ 365 (fonte dos MAAs) (2 MAA) e 4% de Helioguard™ 365 (fonte
dos MAAS) (4 MAA).

* Manchas escurecidas de recobrimento.
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APENDICE B - (A e B) Laranjeiras com folhas secas e (C) frutos injuriados
(escaldados, murcho e necrosados), apresentando sinais de deficiéncia hidrica.
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APENDICE C - Dados climatolégicos referentes aos meses de janeiro a setembro de
2020 da area experimental da Fundacdo Coopercitrus, municipio de Bebedouro -SP.
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(A) Dados de temperatura (T°C) e radiacao solar total; (B) Dados de umidade média

do ar e pluviosidade. *Experimento instalado em maio com os ultimos frutos colhidos

em setembro.



