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SOUSA, A. S. B. Fisiologia, metabolismo antioxidante e conservacao pos-colheita de
mamao ‘Sunrise Solo’ sob combinacdes de solventes naturais euteticos profundos
com recobrimentos de fécula de mandioca. Areia, 2018. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia). Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba. Orientador:
Prof. Ph.D. Silvanda de Melo Silva.

RESUMO
Os recobrimentos biodegradaveis consistem numa tecnologia sustentavel e de baixo
custo, a exemplo daqueles a base de fécula de mandioca. No entanto, esses precisam ser
incorporados de tecnologias que os tornem eficientes na conservacdo pds-colheita de
frutos, mas sendo estaveis e inocuos aos seres humanos. Neste sentido, os solventes
naturais euteticos profundos (NADES) s&o elaborados a partir de componentes naturais
ndo toxicos e que apresentam grande potencial na conservacdo pos-colheita de frutos, a
exemplo do acido oxalico. Além disso, os NADES consistem em tecnologia inovadora
por apresentam propriedades plastificante, podendo substituir o glicerol, plastificante
mais usado em recobrimentos a base de polimeros naturais. O mamao é um fruto muito
consumido pela pela presenca de compostos antioxidantes, mas é altamente perecivel,
apresentando répida depreciacdo da qualidade na pos-colheita. A compreesdo dos
processos fisiologicos e da dindmica no metabolismo antioxidante pode gerar bases para
o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis para ampliar a vida Gtil pés-colheita e
manter a estabilidade dos agentes antioxidantes. Neste sentido, esta pesquisa foi dividida
em dois experimentos: O Experimento | avaliou a fisiologia e conservagdo pds-colheita
de mamao ‘Sunrise Solo’ sob associa¢do de NADES de cloreto de colina e acido oxalico
com recobrimentos a base de fécula de mandioca (SNADES) durante o armazenamento
na condicdo ambiente. O Experimento Il teve o objetivo de avaliar o efeito da aplicacdo
de SNADES nos compostos bioativos ¢ metabolismo antioxidante de mamao ‘Sunrise
Solo’ durante o armazenamento em condicdo ambiente. Os mamdes foram colhidos e
transportados para o LBTPC/CCA/UFPB, onde foram lavados, sanificados e submetidos
aos recobrimentos. O experimento foi realizado em DIC, fatorial 4x 6, sendo 4
recobrimentos (SNADES, fécula de mandioca associada com NADES mais dleo
essencial de laranja doce (NADES+0), fécula de mandioca associada com glicerol
(S+Gly) e frutos sem recobrimentos (C)) e 6 periodos de avaliacéo (0, 2, 4, 6 e 8 dias) em
condicdo ambiente. Os mamdes recobertos com SNADES apresentaram reducgdo na taxa
respiratdria, com retardo de 3 dias na ascendéncia climatérica quando comparados aos
recobertos com SNADES+O e SGly e também maior atraso no desenvolvimento da
coloracdo amarela, além de manterem a firmeza por mais tempo, como claros indicativos
de retardo no amadurecimento. Além disso, 0 SNADES propiciou frutos mais saborosos
e de excelente aparéncia. Os mamdes recobertos com SNADES apresentaram melhor
eficiéncia na captura H20., estando isso correlacionado com a maior atividade das
enzimas CAT e APX no inicio do armazenamento, indicando frutos em melhor estado de
conservacao da qualidade. SNADES também resultou em mamdes de melhor qualidade
funcional com maiores teores de fendlicos extraiveis totais e maior atividade antioxidante
por DPPH". Em conjunto, esses dados demonstram que o NADES de cloreto de colina e
acido oxalico apresenta potencial para ser incorporado a matriz polimérica como agente
plastificante e funcional atuando na manutencdo da qualidade e no retardo do
amadurecimento, prolongando a vida til pos-colheita de mamao ‘Sunrise Solo’ durante
0 armazenamento ao ambiente, bem como atua na melhoria da eficiéncia do sistema
antioxidante enzimatico e no incremento de compostos bioativos e atividade antioxidante.

Palavras-Chave: Carica papaya L., NADES, glicerol, metabolismo antioxidante, éleo
essencial de laranja doce, qualidade
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SOUSA, A. S. B. Physiology, antioxidant metabolism and postharvest conservation
of 'Sunrise Solo' papaya under combinations of natural eutectic solvents with
cassava starch based coatings. Areia, 2018. Master thesis (Masters in Agronomy).
Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba. Advisor: Prof. Ph.D.
Silvanda de Melo Silva.

ABSTRACT

Biodegradable coatings are a low-cost and sustainable technology, such as those based
on cassava starch. these need to be incorporated into technologies that make them not
only efficient in postharvest conservation of fruits, but also stable and innocuous to
humans. Based on that, natural deep eutectic solvents (NADES) are made from natural,
non-toxic components and have great potential in the conservation of fruits, such as oxalic
acid. In addition, the NADES consist of innovative technology because they have
plasticizer properties, being able to replace the glycerol, plasticizer most used in coatings
based on natural polymers. Papaya is a highly consumed fruit due to the presence of
antioxidant compounds, but it is highly perishable, presenting fast quality depreciation
during postharvest. The understanding of the physiological processes and the dynamics
in the antioxidant metabolism can generate bases for the development of technologies
aimed at enhancing of the postharvest life and maintaining the stability of the antioxidant
agents. This study was divided into two experiments. The first one aimed to evaluate the
physiology and postharvest conservation of papaya under association of NADES of
choline chloride and oxalic acid with cassava starch-based coatings (SNADES) during
the storage under room conditions. The second experiment aimed to evaluate the effect
of the application of SNADES on bioactive compounds and the antioxidant metabolism
of 'Sunrise Solo' papaya during the storage under environmental conditions. The ‘Sunrise
Solo’ papaya fruits were harvested and transported to the LBTPC /CCA /UFPB, where
they were washed, sanitized and submitted to the edible coating. The experiment was
performed in CRD, factorial 4x6 being 4 edible coating (SNADES, cassava starch
associated with NADES plus sweet orange essential oil (NADES + O), associated cassava
starch with glycerol (S + Gly) and uncoated fruits (C) ) and 6 periods of evaluation (0, 2,
4, 6, 8, and 10 days) during storage in the ambient condition. The fruits coated with
SNADES presented a decrease in the respiratory rate, with a delay of 3 days when
compared to the fruits coated with SNADES + O and SGly, presented a longer delay in
the development of the yellow color, and maintained firmness for a longer period,
indicating a delay in the ripening. The use of SNADES also provided tastier fruits and of
excellent appearance. The SNADES coated papayas presented better efficiency in the
H20- capture, being correlated with the higher activity of the CAT and APX enzymes at
the beginning of the storage, which indicates fruits in better state of quality conservation.
SNADES also provided better functional quality papayas with higher extractable phenolic
contents and higher antioxidant activity by DPPH". These data demonstrate that the
NADES of choline chloride and oxalic acid has the potential to be incorporated into the
polymer matrix as a plasticizer and functional agent for the maintenance of quality and
maturation delay, extending the postharvest life of papaya during storage under
environmental conditions, as well as improving the efficiency of the enzymatic
antioxidant system and the increase of bioactive compounds and antioxidant activity.

Keywords: Antioxidant metabolism, Carica papaya L., glycerol, NADES, quality, sweet
orange essential oil
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INTRODUCAO GERAL

O mamdo (Carrica papaya L.) é uma das frutiferas mais comercializadas e
produzidas no mundo, com producdo de 13,05 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2018;
SINGH & RAO, 2011). O Brasil apresenta grande destaque na producdo de mamao,
sendo o segundo maior produtor do mundo, com aproximadamente 1.4 milhdo de
toneladas, respondendo por 10,91% da producdo mundial em 2016 (FAOSTAT, 2018).
Neste ano, o Nordeste foi a maior regido produtora de mamé&o do pais, respondendo por
71,33% da producéo nacional (IBGE, 2018). Dentre as cultivares de maméo produzidas
no Brasil as do grupo ‘Solo’, como 0 mamao ‘Sunrise Solo’, sdo as mais produzidas
devido ao alto potencial endogamico e frutos de menor tamanho (= 0,35 a 0,70 kg) que
sdo mais aceitos no mercado externo (NUNES et al., 2015).

O mamédo é um fruto climatérico e, apesar de grande producdo e potencial de
expandir a comercializacdo, apresenta alta perecibilidade, cujo rapido amadurecimento
envolve marcantes modificagfes bioquimicas e fisiologicas que refletem na qualidade e
conservacao poés-colheita (ALl et al., 2011; HUERTA-OCAMPO et al., 2012;
SHADMANI et al., 2015). Além disso, a casca muito fina do fruto dificulta as operacdes
de transporte e comercializacdo, causando perdas pos-colheita (EMBRABA, 2018).
Diante disso, diversas tecnologias tém sido propostas buscando o prolongamento da vida
util pés-colheita do mamao, tais como, tratamentos hidrotérmicos (AYON-REYNA et al.,
2017; SUPAPVANICH; PROMYOU, 2017), armazenamento refrigerado (GOMES;
FABI; PURGATTO, 2016), elicitores (DEMARTELAERE et al., 2017) e aplicacdo de
Oxido nitrico (LI et al., 2014) e recobrimentos biodegradaveis (ALI et al., 2011,
HAMZAH et al., 2013).

O armazenamento refrigerado € uma tecnologia das mais eficientes na extensdo da
vida util pés-colheita de frutos e hortalicas, uma vez que a reducéo da temperatura pode
reduzir a atividade metabolica e a taxa respiratoria do maméao (GOMES et al., 2016). No
entanto, o uso de refrigeracdo tem elevado custo e pode ser limitante em sistemas de
producdo mais carentes, como na agricultura familiar. Além disso, a reducdo da
temperatura no armazenamento de mamao pode causar desordens fisiol6gicas em mamao,
tais como o dano pelo frio caracterizado pelo aparecimento de cavidades e podridGes na
superficie e amadurecimento irregular (ZOU et al., 2014). Nessa perspectiva, aplicar
tecnologias de conservacdo sustentaveis, que possibilitem prolongar a vida atil pés-
colheita do mamé&o e manter a qualidade sob a condigdo ambiente, sdo cada vez mais

necessarias. Adicionalmente, a eficiéncia de tecnologias desta natureza na condigdo
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ambiente, assegurariam seu sucesso sob refrigeracao, sob temperaturas adequadas. Nesta
premissa, 0s recobrimentos biodegradaveis tém sido explorados, devido a alta
disponibilidade das matérias primas e baixo custo de producéo (FALGUERA et al., 2011;
HAN, 2014; GUIMARAES et al., 2017). Entretanto, estes recobrimentos precisam
agregar tecnologias inovadoras, eficientes com relacdo a conservacdo pos-colheita, além
de serem sustentaveis ao meio ambiente e indcuas a satde humana (AZEREDO et al.,
2016).

Os recobrimentos biodegradaveis podem ser formulados a partir de diversos
materiais naturais e seguros ao ser humano, como proteinas e polissacarideos
(ACEVEDO-FANI et al., 2015; HAN et al., 2014), os quais podem atuar como barreira
ao CO; e Oz , ocasionando redugdo da taxa metabdlica dos frutos (GONZALEZ-
AGUILAR et al., 2010) . Neste contexto, a fécula de mandioca tem se destacado
amplamente entre os materiais usados na formulacdo de recobrimentos biodegradaveis,
devido sua elevada abundancia e baixo custo de producdo e facilidade de extragédo
(ORIANI et al., 2014; VERSINO et al., 2016).

Entretanto, na formulacdo de recobrimentos a base de polissacarideos, como as
féculas, é necessario a adicdo de agentes plastificantes, substancias de baixo peso
molecular que tem por finalidade aumentar a plasticidade, melhorando a estrutura e
propriedade de barreira dos polimeros obtidos (HAN, 2014). Neste sentido, o glicerol tem
sido o agente plastificante mais usado na formulacdo de filmes e recobrimentos
biodegradaveis (BOCQUE et al., 2016). No entanto, como alternativa inovadora e natural
a este plastificante, os solventes naturais euteticos profundos (NADES), que podem ser
produzidos com grau alimentar, a partir de compostos naturais de baixa ou nenhuma
toxicidade, tém sido explorados devido ao seu potencial como agente plastificante,
melhorando as propriedades de permeabilidade a vapor de &gua e mecanicas de polimeros
(COLOMINES et al., 2016; ZDANOWICZ; JOHANSSON, 2016; ZDANOWICZ,
JOHANSSON, 2017).

Os NADES sdo formulados a partir da mistura de compostos catiénicos e anidnicos,
naturais e ndo toxicos ao seres humanos, sendo que a mistura (NADES) apresenta ponto
de fuséo inferior que seus componentes isolados (PAIVA et al., 2014). O cloreto de colina
tem sido amplamente usado como componente catiénico na formulacdo de NADES, que
pode ser combinado geralmente com &cidos organicos, que sdo bons doadores de
hidrogénio (COLOMINES et al., 2016; ZDANOWICZ & JOHANSSON, 2016).



Neste sentindo, o acido oxalico pode ser combinado com o cloreto de colina para a
formulacdo de NADES (MARTINEZ et al., 2016) e tém demonstrado potencial de uso
na conservagao pos-colheita de frutos e hortalicas, atuando no retardo do amadurecimento
(HUANG et al., 2013a; OZ; KAFKAS; BOZDOGAN, 2016; RAZZAQ et al., 2015), na
inducéo de resisténcia contra fungos (DENG et al., 2015; RUIZ-JIMENEZ et al., 2014),
por estimular o metabolismo secundério e a sintese de fendlicos (LI et al., 2014;
RAZAVI; HAJILOU, 2016; RAZZAQ et al., 2015), e na mitigacdo de desordens
fisiologicas (HUANG et al., 2013Db; LI et al., 2016; RUIZ-JIMENEZ et al., 2014), o que
Ihe confere carater funcional. Diante disso, 0 uso de NADES como plastificante em
recobrimentos biodegradaveis possibilita a incorporacao eficiente de moléculas de grande
potencial na conservacgdo de frutos e hortaligcas, como o &cido oxalico. No entanto, ainda
ndo foram realizados estudos explorando o potencial do uso de NADES como agente
plastificante e funcional em recobrimentos biodegradaveis, bem como o seu potencial em
propiciar a manutengdo da qualidade e prolongamento da vida util pds-colheita durante o
armazenamento de frutos.

Aditivos sustentaveis com potencial antimicrobianos também podem ser
incorporados em recobrimentos biodegradaveis. Neste sentido, 6leos essenciais de laranja
doce tem sido explorado por apresentar elevado potencial antimicrobiano (GOMES et al.,
2017) e elevada atividade antioxidante (ADEMOSUN et al., 2015), podendo a sua
combinagdo com recobrimentos de fécula de mandioca adicionados ao NADES ser uma
alternativa importante na manutencdo da qualidade e prolongamento da vida util de
mamao.

O mamdo apresenta elevado consumo devido suas excelentes caracteristicas
sensoriais, especialmente pela polpa de cor atrativa (alaranjada) pela presenca de f-
caroteno, significativos teores de acido ascorbico e sabor agradavel (bom equilibrio entre
acucares e acidos organicos) (GALO et al., 2014). Além disso, 0 mamao é reconhecido
pelo significativo potencial funcional, que € relacionado com o metabolismo antioxidante
destes frutos, composto por dois sistemas: 0 enzimatico (composto pelas enzimas, SOD,
CAT, APX, POD, GR e MDHA) e o ndo enzimatico (&cido ascérbico, carotendides e
fenolicos) (GALO etal., 2014; LATA etal., 2018). Essas caracteristicas sdo influenciadas
pelas transformac6es metabolicas decorrentes do processo de maturacdo dos frutos, cujos
impactos podem ser positivos e negativos a depender dos tratamentos aplicados nas
operacOes de pds-colheita (FALGUERA et al., 2011). Diante disso, o entendimento de

como a combinacdo de NADES como a matriz polimérica de recobrimentos de fécula de

3



mandioca afetam a fisiologia, caracteristicas fisico-quimicas e o metabolismo
antioxidante de mamao ‘Sunrise Solo’ durante o armazenamento na condi¢do ambiente,
fornecera informac6es fundamentais sobre o potencial desta tecnologia inovadora e limpa
na manutencao da qualidade de frutos e hortalicas, abrindo possibilidades para seu amplo
uso. Neste sentido, este trabalho foi dividido em dois experimentos. O primeiro teve o
objetivo de avaliar a fisiologia e conservacdo pds-colheita de mamao ‘Sunrise Solo’ sob
associaces de NADES de cloreto de colina e &cido oxalico com recobrimentos a base de
fécula de mandioca durante o armazenamento em condi¢do ambiente. O segundo teve o
objetivo de avaliar o efeito da aplicacdo da associacdo de NADES de cloreto de colina e
acido oxalico em recobrimentos biodegradaveis a base de fécula de mandioca nos
compostos bioativos e metabolismo antioxidante de mamao ‘Sunrise Solo’ durante o

armazenamento em condi¢cdo ambiente.
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cloreto de colina (NADES) com recobrimentos biodegradaveis a base de fécula de

mandioca retardam o amadurecimento do mamao ‘Sunrise Solo’.

Highlights

NADES podem ser usados com agentes plastificantes funcionais retardando o

amadurecimento de mamao

Recobrimentos contendo NADES retardam o pico climatérico dos frutos e diminuem a

perda de massa

Uso de NADES como plastificante retarda o desenvolvimento da cor e a degradagéo da

clorofila

O uso de NADES nos recobrimentos proporciona frutos mais saborosos de elevada

aceitacdo sensorial
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Resumo

O mamdo apresenta elevada aceitacdo e comercializacdo, no entanto possui curta
vida util pds-colheita. Recobrimentos biodegradaveis de fécula de mandioca associado
com agentes plastificantes, tem sido intensamente estudados na manutencéao da qualidade.
Neste sentido, os solventes naturais euteticos profundos (NADES) apresentam
propriedades plastificantes e sdo produzidos de compostos naturais ndo toxicos e que
apresentam potencial de uso na pds-colheita, como o acido oxalico. Neste contexto, este
trabalho tem como objetivo avaliar pela primeira vez a fisiologia e conservacéo pos-
colheita de mamao ‘Sunrise Solo’ sob associagdes de NADES com recobrimentos a base
de fécula de mandioca (SNADES) durante o armazenamento em condi¢do ambiente. Os
mam®es foram colhidos e transportados para o LBTPC/CCA/UFPB, onde foram lavados,
sanificados, submetidos aos recobrimentos e armazenados em condi¢do ambiente por 10
dias. O experimento foi realizado em DIC, sendo 4 recobrimentos (SNADES, fécula de
mandioca associada com NADES mais 6leo essencial de laranja doce (NADES+O),
fécula de mandioca associada com glicerol (S+Gly) e frutos sem recobrimentos (C)), e
avaliacdes a cada dois dias. Os dados foram submetidos a ANOVA, realizando analise de
regressdo polinomial. Os mamdes recobertos com SNADES apresentaram reducdo na
taxa respiratoria e retardo no pico climatérico. Esses frutos também apresentaram maior
atraso no desenvolvimento da coloracdo amarela, e mantiveram a firmeza elevada por
mais tempo. O uso de SNADES retardou a reducdo nos teores de solidos sollveis e
relacdo SS/AT propiciando frutos mais saborosos. Além disso, os frutos com SNADES
tiveram elevado aceite de comercializacdo e preferéncia de sabor. Diante do exposto, 0
NADES apresenta potencial para ser usado como agente plastificante e funcional em

recobrimentos a base de fécula de mandioca, atuando na manutencdo da qualidade e no
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retardo do amadurecimento de mamao ‘Sunrise Solo’, prolongando a sua vida util pos-

colheita durante 0 armazenamento em condi¢cdo ambiente

Palavras-Chave: Carica papaya,, glicerol, NADES, qualidade, vida dtil

1. Introdugéo

O mamao (Carrica papaya L.) € um fruto tropical consumido em todo o mundo
(Singh & Sudhakar Rao, 2011), e o terceiro mais consumido no Brasil (Galo, Souza,
Kusdra, & Mattiuz, 2014). O seu sabor é caracterizado como doce agradavel, o que o
torna um dos frutos mais exportados para os mercados Norte-americanos e Europeus
(Carvalho, Kist, Santos, Filter, & Cassio, 2017). Em 2016, o Brasil foi o0 segundo maior
produtor de mamao do mundo com uma producdo de aproximadamente 1.4 milhdo de
toneladas, respondendo por 10,91% da producdo mundial (FAOSTAT, 2017). As
cultivares do grupo ‘Solo’, como a ‘Sunrise Solo’, sdo as mais produzidas no Brasil,
devido ao alto potencial endogamico e menor tamanho dos frutos, que sdo mais aceitos
no mercado externo (Nunes, Pereira, Ribeiro Barros, De Brito Barros, & Ferreguetti,
2015).

Apesar de grande producdo, o0 mamao sendo um fruto climatérico é altamente
perecivel, cujo o amadurecimento envolve uma série de modificacBes fisiologicas e
bioguimicas que refletem em sua qualidade (Ali, Muhammad, Sijam, & Siddiqui, 2011).
A perecibilidade do maméo é o principal obstaculo no seu transporte a longas distancias
e diversas tecnologias pds-colheita tem sido estudadas visando o prolongamento da sua
vida atil (Gonzalez-Aguilar, Villa-Rodriguez, Ayala-Zavala, ¢ Yahia, 2010). Neste
contexto, a aplicacdo de recobrimentos biodegradaveis tem desempenhado importante
papel na conservacdo, distribuicdo e comercializacdo de frutos (Allegra et al., 2017),

como 0 mamao.
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Os recobrimentos biodegradaveis sdo formulados a partir de matérias primas
naturais e seguras ao ser humano a exemplos de polissacarideos. Esses materiais podem
atuar como barreiras ao CO> e O», ocasionando reducdo da taxa metabdlica dos frutos
recobertos, bem como nos fatores responsaveis pelas transformacgdes do amadurecimento
(Gonzalez-Aguiar et al., 2010). A fécula de mandioca associada com glicerol como agente
plastificante, tem sido amplamente explorado como recobrimento biodegradavel
(Praseptiangga, Utami, Khasanah, L, Evirananda, 1, & Kawiji, 2017). O glicerol é o
agente plastificante mais usado na confeccdo de recobrimentos biodegradaveis, no
entanto outros compostos incluindo sorbitol, acidos policarboxilicos, sacarose entre
outros tem sido testados (Han et al., 2014). Adicionalmente, componentes plastificantes
naturais, de grau alimentar e que possam exercer funcdes especificas na conservacao pos-
colheita de frutos sdo altamente requeridos.

Neste sentido, os solventes naturais euteticos profundos (NADES) sdo sistemas da
quimica verde formulados a partir de componentes naturais que apresentam baixa ou
nenhuma toxicidade aos seres humanos (Smith et al., 2014; Paiva et al., 2014), e que mais
recentemente tem sido reportados como potentes plastificantes, atuando na melhoria das
propriedades de permeabilidade a vapor de dgua e a gases e mecanicas dos polimeros
(Zdanowicz & Johansson, 2016; Zdanowicz & Johansson et al., 2017). Os NADES sdo
formulados da mistura de compostos catidnicos e anidnicos, sendo que a mistura
(NADES) apresenta ponto de fusdo inferior aos seus componentes isolados (Paiva et al.,
2014).

O cloreto de colina tem sido amplamente usado como componente catidnico na
formulacdo de NADES, combinada geralmente com &cidos orgénicos que sdo bons
doadores de hidrogénio (Colomines, Decaen, Lourdin, & Leroy, 2016; Zdanowicz &

Johansson, 2016; Zdanowicz & Johansson, 2017). O acido oxalico tem sido amplamente
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utilizado para o prolongamento da vida util dos frutos, reprimindo a producéo de etileno
e reduzindo o amolecimentos de frutos de mangas (Razzaq, Khan, Malik, Shahid, &
Ullah, 2015) e mantendo a aparéncia da casca e prolongando a vida 0til de bananas
(Huang et al., 2013). Adicionalmente, o acido oxalico pode ser usado na formulacédo de
NADES com cloreto de colina (Martinez, Berbegal, Guillena, & Ramon, 2016). Neste
sentido, o uso de NADES de cloreto de colina e &cido oxalico como plastificante em
recobrimentos a base de fécula de mandioca pode ser uma alternativa para a manutencao
da qualidade do mamao ‘Sunrise Solo’ durante o armazenamento.

Os Oleos essenciais tém sido importantes componentes antimicrobianos naturais
adicionados em recobrimentos visando o controle de doencas, limitando o uso de
fungicidas sintéticos na pds-colheita. Nesse contexto, a adi¢do de déleos essenciais em
recobrimentos de fécula de mandioca tem inibido o crescimento antimicrobiano e
retardado 0 amadurecimento em mamao (Praseptiangga et al., 2017). Adicionalmente, o
6leo de laranja doce apresenta elevada atividade antibacteriana e antiflngica, além de
possuir elevado conteddo de compostos fenolicos que lhe conferem elevada atividade
antioxidante (Franco-Vega et al., 2016). Baseado nisso, a adi¢do de 6leo de laranja doce
pode vim conferir controle de doencas e ampliar as propriedades de conservacdo dos
recobrimentos biodegradaveis de fécula de mandioca e NADES. Contudo, este trabalho
tem como objetivo avaliar pela primeira vez a fisiologia e conservacao po6s-colheita de
mamao ‘Sunrise Solo’ sob associagdes de NADES de cloreto de colina e acido oxalico
com recobrimentos a base de fécula de mandioca durante o armazenamento em condi¢édo

ambiente.
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2. Material e Métodos
2.1. Material Vegetal

Frutos de mamoeiros da cultivar ‘Sunrise Solo’ foram colhidos até 9:00 h da
manha, no estadio de maturidade comercial (fruto totalmente verde com traco amarelo de
até 5%), de plantios comerciais no municipio de Sapé-PB, Brasil, sendo acondicionados
em caixas plasticas e transportados para o Laboratério de Biologia e Tecnologia Pos-
Colheita (LBTPC) do CCA/UFPB, localizado em Areia-PB.

A fécula de mandioca (Manihot esculenta Crantz) foi extraida no Laboratdrio de
Biologia e Tecnologia Po6s-Colheita conforme (Lima, Silva, Rocha, Nascimento, &
Ramalho, 2012). O ¢6leo essencial de laranja doce (Citrus Aurantium dulces) foi obtido

da Ferquima Ind. e Com. Ltd. (Vargem Grande Paulista-SP, Brasil).

2.2.Quimicos

Acido oxalico, cloreto de colina e Tween 40 foram obtidos de Sigma Aldrich (S0
Paulo/SP, Brazil). Bicarbonato de sédio e glicerol foram adquiridos de Dindmica Quimica
Contemporanea LTDA (Diadema/SP, Brazil). Acetona e o hidréxido de sodio foram

obtidos de Labsynth (Diadema/SP, Brazil).

2.3. Formulagéo do solvente natural eutetico profundo (NADES)

O solvente natural eutetico profundo (NADES) foi obtido da combinacgdo de acido
oxalico com cloreto de colina. Os componentes foram colocados em baldo de vidro
selado, adicionados de agua ultrapurificada, aquecidos e agitados até a formacdo de uma
mistura eutetica liquida e translucida conforme Abbott, Boothby, Capper, Davies, &
Rasheed, 2004. Em seguida, a mistura eutetica foi rotaevaporadorada e os H* livres no
NADES foram neutralizados com bicarbonato de sodio, sendo o excesso e o sal formado

removido por sucessivas centrifugacoes.
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2.4.Preparacao dos recobrimentos biodegradaveis

As soluces filmogénicas foram preparadas a partir de suspensdes aquosas de fécula
de mandioca a 2,25% (w/v), sob aquecimento controlado até atingir a temperatura de
70°C. O NADES & 1% (w/v) e o glicerol a 1% (w/v), foram adicionados na fase de
resfriamento da solucdo filmogénica. O 6leo essencial de laranja doce foi inicialmente
adicionado a pequenas porcoes de NADES, Tween 40 e matriz filmogeénica, e submetidos
a forca de cisalhamento com auxilio de ultra turrax. Sequencialmente, foram submetidos
a ultrassom por 5 minutos e foram aplicado nas solugdes filmogénicas, sob constante
agitacdo, de modo a se obter a concentracdo final de 0,1%. Todas as concentracfes usadas

na formulacdo dos filmes foram determinadas com base em testes prévios.

2.5. Aplicagéo dos recobrimentos

No laboratorio, os frutos foram lavados em &gua corrente e sanificados com solucéo
de hipoclorito de sédio a 50 mg L™, por 2 minutos. Ap6s secagem em condicio ambiente,
0s seguintes recobrimentos foram aplicados nos frutos: controle (C), sem recobrimento;
fécula de mandioca 2,25%+glicerol 1% (SGly); fécula de mandioca 2,25%+NADES1%
(SNADES) e fécula de mandioca 2,25%+NADES1%+0leo de laranja doce 0,1%
(SNADES+Q). Os frutos foram imersos nos respectivos recobrimentos por 1 minuto e
secos em temperatura ambiente, sob telas de aco inox. Os recobrimentos utilizados foram
definidos em experimento piloto prévio com diferentes concetracbes de fécula de

mandioca, agente plastificante (glicerol e NADES) e 6leo essencial.

2.6. Delineamento experimental

Apds secagem, os frutos foram armazenados em bandejas de poliestireno expandido
e armazenados em condi¢cdo ambiente (24+3°C e 85+5°C UR) durante 10 dias, sendo
avaliados a cada 2 dias. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em

esquema fatorial 4X6, sendo 4 recobrimentos e seis periodos de avaliagdo, com 3
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repeticdes, compostas por 2 frutos cada. Para as variaveis perda de massa e CO; utilizou-

se de parcelas subdivididas no tempo.

2.7. CO e perda de massa

Na determinacdo da taxa respiratoria (CO2) os frutos foram acondicionados em
recipientes dotados de entrada e saida controlada de ar sob sistema de fluxo continuo de
oxigénio. As leituras foram realizadas a cada 12 horas em um periodo de 10 dias. A coleta
foi realizada com seringa de 1 mL, sendo injetada 0,1 mL no analisador de CO> Sable
Systems PA-10. Os resultados foram expressos em mgCO2/h'Kg de fruto conforme
Nakamura, Sudhakar Rao, Shiiina, Nawa (2003). A perda de massa (%) foi determinada
pelo percentual acumulado obtido por diferenca em relagdo a massa inicial (Lima et al.,

2012).

2.8. Diferenca de cor (4E), indice de cor (IC), clorofila total e fluorescéncia da
clorofila (FV/FM)

Os parametros de cor L, a e b foram obtidos por duas leituras objetivas na regido
equatorial da superficie dos frutos usando o colorimetro Minolta. O indice de cor (IC) que

indica o grau de variagdo do verde para o amarelo foi calculado conforme Motta, Melo

2000a

Queiroz, Figueirédo, & Sousa (2015) pela equacdo pela equagdo: IC=———— A
LJ(@*(0)?
diferenca de cor (AE) foi calculada pela equacao:

AE:\/(L0 —L)2+(ay—a)?+ (by—b)?, considerando a diferenca entre a cor
medida na primeira avaliagdo (Lo, ao € bo) com a cor medida 2, 4, 6, 8 e 10 (L, a, b) dias
apos o armazenamento (Allegra et al., 2017).

A clorofila total da casca foi determinada usando acetona 80% como solucdo
extratora e realizando as leituras a 652 nm. Os resultados foram expressos em mg/100 g

de casca conforme Engel & Poggiani, (1991).
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A fluorescéncia da clorofila foi determinada usando fluorimetro Pocket PEA,
tomando dois pontos equidistantes na regido equatorial da superficie dos frutos para
leituras. Foram obtidos os parametros de fluorescéncia maxima (Fm) e fluorescéncia
variavel (Fv) para o calculo da relacdo Fv/Fm. Os frutos foram adaptados ao escuro
durante 60 min e a intensidade luminosa estabelecida foi de 3000 umol.m2.s (Azerédo

etal., 2016).

2.9. Firmeza, sélidos sollveis (SS), acidez titulavel (TA) e relacdo SS/TA

A firmeza (N) foi determinada através do penetrébmetro manual Magness Taylor
Pressure Tester em duas leituras equidistantes na regido equatorial dos frutos (Limaet al.,
2012).

O sdlidos soluveis (SS) foi determinado por leitura direta com refratdmetro tipo
Abbe com controle de temperatura (20 °C) (IAL, 2005). Acidez titulavel (AT) foi
quantificada por titulometria com solucdo de NaOH 0,1M, sendo os resultados expressos
em g &cido citrico/100g de polpa fresca (1AL, 2005). Relagdo SS/TA foi obtida mediante

divisdo dos indices de SS pelos resultados de TA (Lima et al., 2012).

2.10. Anélise sensorial

Foi realizada analise sensorial, utilizando 10 painelistas treinados. As amostras
foram compostas de 6 frutos por recobrimento, no periodo de 0 a 10 dias para as
avaliacOes de aparéncia, e de 2 a 10 dias para as avaliagdes de flavor. As avaliacdes foram
realizadas a cada 2 dias. Na avaliacdo de severidade de doencas utilizou-se escala de
chave descritiva de aparéncia, com os seguintes graus de doenca: 0= 0%; 1=>0 a 12,5%;
2=>125 a 25%; 3=>25 a 50% e 4= >50% (Tatagiba, Liberato, Zambolim, Ventura, &
Costa, 2002). Para caracteristicas de brilho da epiderme (O=ausente e 10=forte), aspecto
desidratado (O=ausente e 10=forte) e comercializacdo (O=rejeito, 10= aceito e 6=limite

de aceitacdo) e para as caracteristicas de flavor, sabor caracteristico (O=ausente e 10
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=forte) e sabor estranho (0O=ausente e 10=forte) o julgamento das amostras se deu através
de ficha com escala de 10 cm (Queiroz & Treptow, 2006). A preferéncia de sabor dos

avaliadores, foi avaliada por ordenacao, onde 1=menos preferida e 4=mais.

2.11 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo tese F (p <0,05).
Para os dias de armazenamento e para a interacdo entre recobrimentos e dias de
armazenamento, aplicou-se andlise de regressdao polinomial até segundo grau,
considerando ajustados modelos que apresentavam coeficiente de determinacio (R?)
igual ou superior a 60%. Para comparar os recobrimentos foi aplicado teste de Tukey (p

<0,05). Utilizou-se 0 o software SAS® 9.3 (2011) para a realizacio dessas analises.

3. Resultados e Discusséo
3.1.Taxa respiratdria e perda de massa

O mamao é um fruto climatérico, caracterizado por apresentar pico na sua taxa
respiratdria (CO2) e producéo de etileno durante o amadurecimento (Singh & Rao, 2011;
Zerpa-Catanho et al., 2017). Neste trabalho mama&es colhidos verdes com até 5% de traco
amarelo sem recobrimento (C), apresentaram pico de CO2 no 4° dia de armazenamento
ao ambiente (64,13 mg/h/kg). Os mamdes recobertos com fécula de mandioca combinada
com glicerol (SGly), e com solvente natural eutetico profundo mais 6leo essencial de
laranja doce (SNADES+O) retardaram o pico climatérico em 3 dias no armazenamento
ao ambiente, com taxa respiratoria de 68,57 e 64,42 mg/h/kg, respectivamente. Por sua
vez, quando o solvente natural eutetico profundo foi combinado com fécula de mandioca

(SNADES) foi propiciado clara redugdo da taxa respiratoria dos frutos retardando o pico
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climatérico em seis dias no armazenamento na condi¢do ambiente (62.77) (Figura 1A),
indicando o potencial desta combinacéo no controle do armazenamento.

O pico climaterico regula uma série de modifica¢Bes nos frutos como a coloracéo,
a perda de massa, producdo de compostos que conferem sabor e aroma aos frutos e
aumento da atividade de enzimas envolvidas no amaciamento da polpa (Oliveira et al.,
2015; Zerpa-Catanho et al., 2017). Neste sentido, o retardo do pico respiratorio pode
propiciar aos frutos SNADES manutenc¢do da qualidade por um maior periodo de tempo,
prolongando sua vida Util pos-colheita.

Os recobrimentos de SNADES e SGly reduziram a perda de massa dos frutos
durante o armazenamento ao ambiente, apresentando em seu final valores 17,98%
inferiores aos frutos recobertos com SNADES+O e controle (Fig.1B). A reducdo da perda
de massa é um fator determinante na vida Util pos-colheita e na qualidade de frutos de
mamao, uma vez que minimiza as mudancas negativas na aparéncia (Ali et al., 2011;
Allegra et al., 2017).

O retardo no pico climatérico e a menor perda de massa dos frutos SNADES podem
estar associado com as boas propriedades de barreiras que o NADES pode ter
proporcionado ao polimero (Zdanowicz & Johansson, 2016), aumentando assim a
concentracdo interna de CO2 no mamé&o (Ali et al., 2011), ocasionando o atraso dos
processos relacionados com o amadurecimento (Paul & Pandey, 2014) que resultam em
menor perda de agua dos frutos (Azene, Workneh, & Woldetsadik, 2014; Praseptiangga
et al., 2017). Adicionalmente, a presenca de acido oxalico na composicdo do NADES,
também pode ter contribuido na reducdo da taxa metabdlica reduzindo a taxa respiratoria
e retardado o pico climatérico, como reportado em banana (Huang et al., 2013) e manga

(Razzaq et al., 2013), ambos com reducéo da perda de massa desses frutos.
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3.2. Diferenca de cor(AE), indice de cor (IC), clorofila total, fluorescéncia maxima
(FM), fluorescéncia variavel (FV) e relacdo FV/FM

A coloracdo da casca e um dos principais atributos relacionados com a aceitacéo do
consumidor e 0 melhor indice de maturidade de mamao (Singh & Rao, 2011; Narsaiah et
al., 2015). O uso de recobrimento SNADES proporcionou a manutencdo da coloragédo
verde da superficie dos mamdes ‘Sunrise Solo’ durante o armazenamento ao ambiente
(Fig. 2), apresentando menores indices de cor ClI (Fig. 3A) e de mudanca de coloracdo—
AE (Fig. 3B). Mamdes recobertos com SGly e SNADES+O apresentaram evolucdo de
coloracdo amarela mais rapida que os frutos com SNADES (Fig. 2), com maiores indice
de Cl e AE. Frutos do controle tiveram os maiores indices de Cl e AE durante o
armazenamento ao ambiente, apresentando no 4° dia coloracdo de casca amarela
predominantemente desenvolvida (Fig. 2).

A atraso da cor em maméao pode ser resultado da reducdo da taxa metabolica,
claramente demostrada pela reducdo da taxa respiratdria dos frutos, que pode ter
ocasionado uma mudanca na atmosfera interna do fruto, acarretando no atraso do
amadurecimento e consequente reducdo na mudanca de cor (Ali et al., 2011). Neste
sentido, o atraso na mudanca de cor dos frutos recobertos com SNADES pode ser devido
a baixa taxa metabdlica que acarretou no retardo do amadurecimento. Adicionalmente, o
acido oxalico, presente na composi¢do do NADES, também pode ter atuado no retardo
do desenvolvimento da coloracdo dos frutos como reportado para banana (Huang et al.,
2013) e néspera (Oz, Kafkas, & Bozdogan, 2016).

A degradacéo da clorofila promove o desenvolvimento da coloracdo amarela em
mamao, logo deve ser minimizada durante o armazenamento (Huang et al., 2013; Lata,
Aftab, Homa, Ahmad, & Siddiqui, 2018). Adicionalmente, os principais fatores

relacionados com a degradacdo da clorofila sdo as mudancas no pH decorrente de
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alteracdes nas membranas do vacuolo e vazamento de acidos organicos, aumento do
potencial oxidativo e da atividade da clorofilase, sendo que todos esses mecanismos sao
regulados pelo etileno e acelerados paralelos ao aumento da atividade respiratoria e
avanco do amadurecimento (Hoértensteiner & Kréutler, 2011). Neste sentido, mamdes
recobertos com SNADES apresentaram retardo marcante na da taxa respiratdria e no pico
climatérico (Fig 1A) e mostraram melhor preservacdo do contetido da clorofila total da
casca durante o armazenamento, apresentando menor decréscimo e maiores teores no 10°
dia (Fig. 3C). Por sua vez, os frutos controle e recobertos com SNADES+O apresentaram
0s maiores decréscimos nos teores de clorofila total.

A relacdo Fv/Fm (Fig. 3D) indica o rendimento quantico maximo do fotossistema
Il (PSII) e tem sido muito utilizada como indice de avaliacdo de danos em tecidos
vegetais, uma vez que a atividade do PSII tende a ser diminuida sob condic¢des de estresse
(Yang, Song, Fillmore, Pang, & Zhang, 2011; Hagele et al., 2016). Mamdes recobertos
(SNADES, SGly e SNADES+0) mantiveram a relacdo FV/FM estavel durante 10 dias
de armazenamento na condi¢do ambiente, por sua vez, os frutos sem recobrimento
tiveram acentuada reducdo a partir do quarto dia de armazenamento, apresentando no
ultimo dia valores 9,36% inferiores aos frutos recobertos. Em banana Huang et al. (2013),
reportou que durante o avango do amadurecimento os complexos proteina-clorofila sdo
degradados acarretando em diminuicdo da relacdo Fv/Fm. A diminuicdo da relacdo
Fv/Fm, portanto, esta relacionada com o amadurecimento e com o aumento da producao
de etileno de banana (Yang et al. 2011) e é considerado um importante indicador de
maturagdo para manga (Lechaudel, Urban, & Joas, 2010; Azerédo et al., 2016).
Adicionalmente, a relacdo Fv/Fm tem se destacado como um importante predictor da

qualidade de frutos, apresentando potencial de uso em sistemas de andlises ndo
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destrutivas (Lechaudel et al., 2010; Lou, Hu, Zhang, Sun, & Lu, 2012; Azerédo et al.,

2016).

3.3. Firmeza, sélidos soluveis (SS), acidez titulavel (TA), relacdo SS/TA

A utilizagdo de recobrimentos SNADES manteve a firmeza mais elevada em frutos
até o sexto dia de armazenamento na condi¢cdo ambiente. Por sua vez, os frutos recobertos
com SGly apresentaram expressiva reducéo da firmeza no 4° dia ao ambiente, enquanto
frutos controle (C) e recobertos com SNADES+O apresentaram elevada redugdo de
firmeza do 0 ao 4° dia, seguido de estabilizacdo do 4° ao 10° dia (Fig. 4A).

A reducéo da firmeza do mamao esté associada geralmente a atividades de enzimas
da parede celular, como pectina metil esterase, poligalacturonase, a-manosidase, o-
galactosidase, B-galactosidase, xilanase e celulase, que estdo relacionadas com a
degradacdo dos polissacarideos estruturais e que podem ter sua atividade reduzida pela
reducdo da taxa metabolica (Yao et al., 2012; Singh & Rao, 2011). A perda de firmeza
também pode estar associada com a perda de agua que causa a perda de turgor celular
(Paniagua, East, Hindmarsh, & Heyes, 2013). Neste sentido, 0s processos que
culminaram na reducdo da taxa respiratdria dos frutos recobertos com SNADES podem
ter contribuido para manter sua firmeza por mais tempo (Fig. 1A), diminuindo a atividade
dessas enzimas e a menor perda de massa (Fig. 1B) mantevecélulas mais tugidas.

Os solidos soltveis (SS) dos mamdes recobertos com SNADES e SGly tiveram
incrementos linear e apresentaram os maiores teores no 10° dia de armazenamento. Por
sua vez, os frutos do controle e recobertos com SNADES+O apresentaram acréscimos até
0 sexto dia, seguidos de decréscimo até o 10° dia de armazenamento (Fig 4B). Azene et
al. (2014) em mamao ‘Solo’ sob atmosfera modificada em condigdo ambiente apresentam
maior teor de SS em relacdo aos do controle, que por sua vez tiveram reducéo do teor de

SS no fim do armazenamento. O aumento nos teores de SS durante 0 armazenamento esta
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relacionado com a solubilizacdo de carboidratos mais complexos em mais simples,
decorrente do amadurecimento (Waghmare & Annapure, 2013). Por sua vez, o
decréscimo posterior do SS como observado nos frutos controle e recobertos com
SNADES+O, pode ser devido ao uso dos agucares como substrato para a respiragéo, pelo
aumento da atividade do ciclo de Krebs seguido da senescéncia dos frutos (Ali, Ong, &
Forney, 2014).

Os teores de acidez titulavel (TA) apresentaram pequena variacdo entre 0S
recobrimentos aplicados aos frutos. Frutos controle tiveram incremento no 4° dia, seguido
de reducdo até 10° dia na condicdo ambiente. Frutos com recobrimentos apresentaram
reducdo na TA e apresentarem teores similares aos frutos controle no 10° dia de
armazenamento (Fig. 4C). Zerpa-Catanho et al. (2017), reportaram teores de AT em
mamao ‘Pococi’ que estdo proximos dos observados neste trabalho com teores variando
de 0,08 a 0,15 g/100g. A diminuicdo na TA durante o armazenamento de mamao pode
ser explicada pelo consumo dos acidos organicos no ciclo de Krebs, que séo utilizados
como importantes substratos na gliconeogénese durante o amadurecimento de frutos
(Narsaiah et al.,, 2015; Lata et al., 2018), para aumento desenvolvimento das
caracteristicas de qualidade dos frutos.

A relacdo SS/AT expressa 0 equilibrio entre a dogura e a acidez dos frutos,
simulando, em parte, o sabor do fruto que é percebido pelos consumidores (Lima et al.,
2012). Mamdes recobertos com SNADES e SGly apresentaram aumento linear e
quadratico da relacdo SS/TA, respectivamente, com os maiores indices no 10° dia em
condigdo ambiente. Os frutos controle tiveram incremento do 4° ao 8° dia, no entanto
apresentaram declinio no 10° dia, com os menores indices (Fig 4D), que pode ter sido
devido a deplecéo dos conteudos de SS observado do 8° ao 10° dia. Neste sentido, Galo

et al. (2014), também reportaram maior relacdo SS/AT em mamdes ¢ Sunrise Solo’

23



361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

recobertos com quitosana, quando comparados aos frutos sem recobrimento, que foi

relacionando aos maiores niveis de SS.

3.4. Qualidade sensorial

Né&o houve incidéncia de podriddes em frutos de todos os recobrimentos durante os
10 dias de armazenamento ao ambiente, portanto todos os frutos apresentaram severidade
de doencas de 0%.

Os frutos controle tiveram média de brilho de epiderme 226% inferiores aos frutos
recobertos. A percepcao de brilho da epiderme dos frutos recobertos diminuiu ao longo
do armazenamento. Entretanto, a utilizacdo de SNADES preservou a percepgédo do brilho
da epiderme frutos, que manteve maiores valores durante o armazenamento ao ambiente
(Fig. 5A). Frutos recobertos com SNADES também apresentaram menores percepcdes
pelos painelistas para aspecto desidratado durante 0 armazenamento, com médias 45%
inferiores aos frutos recobertos com SGly, 61,16% inferiores aos frutos recobertos com
SNADES+O e 67,80% inferiores aos frutos controle, no 10° dia de armazenamento ao
ambiente (Fig. 5B).

O uso de recobrimentos SNADES e SGly mantiveram os frutos 37% e 29%,
respectivamente, acima do limite de aceitagdo ao 10° dia ao ambiente, similar com a
aceitacdo de comercializa¢do dos frutos no inicio do armazenamento. Por sua vez, 0s
mamdoes controle tiveram reducdo linear na aceitagdo de comercializagdo que a partir do
6° ficou abaixo do limite de aceitacdo. Os frutos recobertos com SNADES+O apresentou
no 10° dia notas no limite da aceitagéo dos painelistas (Fig. 5C).

A intensidade de percepcdo do sabor caracteristico dos frutos recobertos com
SNADES e SGly apresentaram acréscimo linear (Fig 5D), com as maiores médias no
ultimo dia de armazenamento. Estes frutos também apresentaram a menor percep¢éo de

sabor estranho no 10° dia do armazenamento ao ambiente (Fig. 5E). Estes resultados
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indicam, que o uso destes recobrimentos ndo modificaram o sabor dos frutos e 0s
preservaram até os ultimos dias de avaliacdo. Por sua vez, os painelistas perceberam a
reducdo e menor intensidade do sabor caracteristico dos frutos controle e revestido com
SNADES+O durante o armazenamento com menores médias (Fig. 5D), bem como a
maior percepcao de sabor estranho no 10° dia ao ambiente (Fig. 5E).

Com relacdo a preferéncia de sabor dos provadores, os frutos revestidos com
SNADES e SGly tiveram acréscimo durante o armazenamento com 0s maiores valores
no ultimo dia de armazenamento. Em contraste, os frutos sem recobrimento e revestido
com SNADES+O tiveram decréscimo e apresentavam-se menos preferidos no dia 10
(Fig. 5F).

Em conjunto, esses dados demostram que a utilizacdo de recobrimentos SNADES,
em mamdes ‘Sunrise Solo’, proporcionou a manutencdo da aparéncia dos frutos e a
elevada aceitacdo de comercializacdo durante 0 armazenamento na condi¢do ambiente.
Além disso, proporcionou a maior preferéncia de sabor pelos consumidores de mamaes,
em conjunto com os frutos SGly, devido o incremento do sabor caracteristico durante o
armazenamento e a auséncia de sabores estranhos. Ali et al. (2011) também reportaram a
superioridade da qualidade sensorial de mamao ‘Eksotika II’ recobertos com quitosana
1,5% quando comparados aos fruto sem recobrimento, ao final do armazenamento.
Adicionalmente, no mercado de frutos frescas sé é aceitavel o emprego de tecnologias
que sejam capazes de atender aos requisitos de seguranca alimentar e aceitacdo dos
consumidores (Ali et al., 2014). Neste sentido o fornecimento de frutos de melhor
aparéncia, sabor e de longa vida atil utilizando recobrimentos indcuos a saide , como 0s
frutos recobertos com SNADES, é um desafio inovador na conservagdo pds-colheita de

frutos. Ressalta-se que a perda de caracteristicas que conferem a qualidade sdo também
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relacionados com a regulagéo genética e bioguimica dos frutos (Gomes, Fabi, & Purgatto,

2016).

4. Concluséo

Neste estudo € demonstrado pela primeira vez o efeito da associacdo de solvente
natural eutetico profundo de cloreto de colina e acido oxalico (NADES) com
recobrimentos a base de fécula de mandioca na fisiologia e qualidade de mamao ‘Sunrise
Solo’ durante o armazenamento.

Os mamdes recobertos com combinacdo de NADES com fécula de mandioca
(SNADES) apresentaram reducdo na taxa respiratoria, com retardo de 6 dias no pico
climatérico, quando comparadas aos frutos sem recobrimento, e de 3 dias quando
comparados com os frutos recobertos com fécula de mandioca associado com NADES
mais 6leo de laranja doce (SNADES+Q) e com glicerol (SGly), plastificante mais
amplamente usado em recobrimentos a base de polimeros naturais. Frutos recobertos com
SNADES também apresentaram maior atraso no desenvolvimento da coloracdo amarela
resultante de menor taxa de degradacdo de clorofila, e mantiveram a firmeza por mais
tempo, indicando retardo no amadurecimento do mamao ‘Sunrise Solo’.

Adicionalmente, o0 emprego de SNADES retardou o declinio nos teores de sélidos
solGveis e relacdo SS/AT, verificado nos frutos sem recobrimento e SNADES+O,
propiciando frutos mais saborosos. Além disso, os frutos recobertos com SNADES
apresentaram seis dias adicionais de aceite de comercializacao, quando comparados com
aos frutos sem recobrimento, apresentando elevado brilho e baixo indice de desidratacao,
bem como foram mais preferidos quanto ao sabor, em conjunto com os frutos recobertos
com SGly, devido a elevada percepgdo de sabor caracteristico e baixa percepg¢éo de sabor

estranho.
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Assim, o NADES apresenta potencial para ser usado como agente plastificante e
funcional em recobrimentos a base de fécula de mandioca, atuando na manutencdo da
qualidade e no retardo do amadurecimento de mamao ‘Sunrise Solo’, prolongando a sua

vida til pés-colheita durante o armazenamento ao ambiente.
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Legendas de figuras

Fig. 1. Taxa respiratéria-CO2 (A) ¢ perda de massa (B) de mamdo ‘Sunrise Solo’
recobertos com a associacdo de solvente natural eutetico profundo 1% mais fécula de
mandioca 2,25% (---a--- SNADES), com a associacdo de solvente natural eutetico profundo
1% mais oléo essecial de laranja doce 0,1% mais fécula de mandioca 2,25% (
— - - SNADES+0), com a associacdo de glicerol 1% mais fécula de mandioca 2,25% (
—* = SGly) e frutos sem recobrimento (—e— C) durante 10 dias de armazenamento em

condicdo ambiente (24+3°C e 85+5% UR).

Fig. 2. Aspecto visual de mamdes ‘Sunrise Solo’ recobertos com a associagdo de solvente
natural eutetico profundo 1% mais fécula de mandioca 2,25% (SNADES), com a
associacdo de solvente natural eutetico profundo 1% mais oléo essecial de laranja doce
0,1% mais fécula de mandioca 2,25% (SNADES+Q), com a associacdo de glicerol 1%
mais fécula de mandioca 2,25% (SGly) e frutos sem recobrimento (C) durante 10 dias de

armazenamento em condi¢cdo ambiente (24+3°C e 85+5% UR).

Fig. 3. Diferenca de cor - AE (A), indice de cor - IC (B), clorofila total (C) e fluorescéncia
de clorofila (Fv/Fm) (D) da casca de mamao ‘Sunrise Solo’ recobertos com a associagdo
de solvente natural eutetico profundo 1% mais fécula de mandioca 2,25% (---A--- SNADES
), com a associacao de solvente natural eutetico profundo 1% mais oléo essecial de laranja
doce 0,1% mais fécula de mandioca 2,25% (—m-SNADES+O), com a associacdo de
glicerol 1% mais fécula de mandioca 2,25% (—* —SGl) e frutos sem recobrimento (
—6—C) durante 10 dias de armazenamento em condicdo ambiente (24+3°C e 85+5%

UR).

Fig. 4. Firmeza (A), solidos soluveis — SS (B), acidez titulavel- TA (C) e relagcdo SS/ITA

(D) de mamao ‘Sunrise Solo’ recobertos com a associa¢do de solvente natural eutetico
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profundo 1% mais fécula de mandioca 2,25% (---o--- SNADES), com a associacdo de
solvente natural eutetico profundo 1% mais oléo essecial de laranja doce 0,1% mais fécula
de mandioca 2,25% (— = SNADES+0), com a associacao de glicerol 1% mais fécula de
mandioca 2,25% (—* —SGly) e frutos sem recobrimento (—e—C) durante 10 dias de

armazenamento em condi¢cdo ambiente (24+3°C e 85+5% UR).

Fig. 5. Brilho (A), aspecto desidratado (B), comercializacéo (C), sabor caracteristico (D),
sabor estranho (E) e preferéncia (F) de mamao ‘Sunrise Solo’ recobertos com a associagéo
de solvente natural eutetico profundo 1% mais fécula de mandioca 2,25% (---A--- SNADES
), com a associacao de solvente natural eutetico profundo 1% mais oléo essecial de laranja
doce 0,1% mais fécula de mandioca 2,25% (—m-SNADES+O), com a associa¢do de
glicerol 1% mais fécula de mandioca 2,25% (—* —SGl) e frutos sem recobrimento (
—6e—C) durante 10 dias de armazenamento em condi¢cdo ambiente (24+3°C e 85+5%
UR).

Para brilho, aspecto desidratado, sabor caracteristico e sabor estranho utilizou-se escala de intensidade de
10 cm, onde O=ausente e 10 =forte; para comercializacdo utilizou-se escala de aceitacdo de 10 cm onde

O=rejeito e 10 é aceito e 6 é o limite de aceitacdo; para preferéncia utilizou-se ordenagdo, onde 1= menos

preferido e 4= mais preferido.
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Profundo e Oleo Essencial de Laranja Doce
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Graphical abstract: Mudancas no metabolismo antioxidante de frutos do mamoeiro
‘Sunrise Solo’ sob recobrimentos biodegradaveis de fécula de mandioca combinada com
solvente natural eutetico profundo de cloreto de colina e &cido oxalico (NADES),

durante10 dias de armazenamento (24+3°C, 85+5% UR).

Highlights

NADES podem ser usados como agente plastificante e funcional em recobrimentos
biodegradaveis

Recobrimentos contendo NADES melhoram a eficiéncia na captura de H,O2 em mamao
O uso de NADES como plastificante proporcionou mamdes com maior teor de fenolicos
e atividade antioxidante

Recobrimentos contendo NADES e 6leo essencial de laranja doce proporcionaram

maiores acumulos de carotendides
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Resumo

O mamao apresenta elevados teores de antioxidantes, no entanto, € um fruto
altamente perecivel e com grandes mudangas bioquimicas no amadurecimento. Por sua
vez, o equilibrio na dindmica do metabolismo antioxidante pode garantir o potencial
funcional dos frutos por um longo periodo. Recobrimentos biodegradaveis de fécula de
mandioca utilizando o glicerol como agente plastificante tem sido testados no
prolongamento da vida util de frutos. No entanto, verifica-se que solventes naturais
eutéticos profundos (NADES) apresentam potencial de plastificante e sdo produzidos de
compostos naturais com grande potencial na pés-colheita, como o &cido oxalico. Neste
contexto, esse trabalho tem como objetivo avaliar pela primeira vez o efeito da aplicacdo
da associacdo de NADES de cloreto de colina e acido oxalico em recobrimentos
biodegradaveis a base de fecula de mandioca nos compostos bioativos e metabolismo
antioxidante de mamao ‘Sunrise Solo’ durante o armazenamento ao ambiente. Os frutos
foram colhidos e transportados para o LBTPC/CCA/UFPB, onde foram lavados,
sanificados, submetidos aos recobrimentos SNADES, fécula de mandioca associada com
NADES mais 6leo essencial de laranja doce (NADES+0), fécula de mandioca associada
com glicerol (SGly) e sem recobrimentos, e armazenados por 10 dias em condic¢do
ambiente. As avaliacGes foram feitas a cada dois dias em DIC. Os dados foram
submetidos a ANOVA, realizando analise de regressdo polinomial e correlagdo. Os
mamdes revestidos com SNADES tiveram menores niveis de H.O> e maior teor de
fenolicos extraiveis totais (TEP) e atividade antioxidante (DPPH?) no fim do
armazenamento. O recobrimento SNADES+O favoreceu maiores acumulos de
carotenoide totais (T. car.), entretanto, propiciou menor TEP e atividade antioxidante
(DPPH") no fim do armazenamento. O NADES estudado apresenta potencial para ser

usado como agente plastificante e funcional em recobrimentos biodegradaveis de fécula
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de mandioca, atuando na melhoria da eficiéncia do sistema antioxidante enzimatico e no

incremento de compostos bioativos e atividade antioxidante de maméo.

Palavras-Chave: Carica papaya, Citrus Aurantium dulces, glicerol, metabolismo

antioxidante, NADES, recobrimentos biodegradaveis
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1. Introducéo

O mé@méo (Carica papaya L) € um fruto amplamente cultivado em todo mundo,
especialmente em regides tropicais, apresentando importantes propriedades antioxidantes
e elevada demanda nos mercados internacionais (Ali et al., 2014; Singh and Sudhakar
Rao, 2011). No Brasil o maméo é a quinta fruta mais produzida com um total de
aproximadamente 1,46 milhdo de toneladas (Carvalho et al., 2017). Dentre as cultivares
de mamao produzidas no Brazil as do grupo solo, como a ‘Sunrise Solo’, representam
80% da area de plantio, isso devido a elevada aceitacdo pelos consumidores internacionais
(Luz Nunes et al., 2015).

Todavia, 0 mamao é um fruto climaterico, sendo altamente perecivel e apresentando
depreciacao da qualidade durante o manuseio, armazenamento, transporte, distribuicao e
varejo (Shadmani et al., 2015). Neste sentido, diversas tecnologias pds-colheita tém sido
desenvolvidas para preservar a qualidade de produtos frescos, incluindo luz ultravioleta,
recobrimentos biodegradaveis, tratamentos hidrotérmicos entre outros (Gonzalez-Aguilar
et al., 2010; Rivera-Pastrana et al., 2014; Shadmani et al., 2015; Supapvanich and
Promyou, 2017). Dentre essas 0s recobrimentos biodegradaveis tem ganhado grande
destaque, devido ao carater sustentavel, disponibilidade dos componentes e por nédo
causarem danos a saude de humanos e nem ao meio ambiente (Falguera et al., 2011).

A fécula de mandioca tem se destacado amplamente entre os polissacarideos usados
na formulacéo de recobrimentos biodegradaveis, devido sua elevada abundancia no Brasil
e ao baixo custo de producdo e extracdo (Oriani et al., 2014). Entretanto, devido a
estrutura de matriz a formulacgdo de recobrimentos a base de polissacarideos necessita da
adicdo de agentes plastificantes, substancias de baixo peso molecular e que tem por
finalidade aumentar a plasticidade dos polimeros (Han, 2014). Neste contexto, o glicerol,

um subproduto da indistria do biodiesel, tém sido o agente plastificante mais usado na

44



75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

formulacédo de filmes e recobrimentos biodegradaveis (Bocqué et al., 2016). Entretanto,
mais recentemente, como novas proposi¢cdes da quimica verde, os solventes naturais
euteticos profundos (NADES) podem se constituir em alternativa como potentes
plastificantes na formulacdo de recobrimentos biodegradaveis, uma vez que séo
produzidos de componentes naturais sustentaveis de baixa ou nenhuma toxicidade
(Zdanowicz and Johansson, 2016; Zdanowicz and Johansson, 2017).

Os NADES sdo misturas de dois ou mais componentes naturais em que a
temperatura de fusdo da mistura (liquida) € muito inferior a temperatura de fusdo dos
componentes individuais (sélidos) (Abbott et al., 2004; Mouden et al., 2017). Além disso,
esses podem ser formulados a partir de diferentes compostos desde que um deles seja um
bom doador de hidrogénio e 0 outro um bom receptor (Paiva et al., 2014). Nesse sentido,
o cloreto de colina tem sido um dos composto mais utilizados como cation na formacéo
dos NADES (Smith et al.,, 2014; Zdanowicz and Johansson, 2016; Zdanowicz and
Johansson, 2017), bem como, os &cidos organicos tem apresentado destaque como anion
(Smith et al., 2014).

O acido oxalico tém sido usado amplamente na conservagdo pds-colheita como
amenizador de estresses oxidativos (Razavi and Hajilou, 2016; Razzaq et al., 2015),
estimulado o metabolismo secundario e a sintese de fenolicos (Li et al., 2014; Razavi and
Hajilou, 2016; Razzaq et al., 2015), induzido a resisténcia contra fungos (Ruiz-Jiménez
et al., 2014; Deng et al., 2015) e aliviando danos fisiologicos (Huang et al., 2013; Ruiz-
Jiménez et al., 2014; Li et al., 2016). Além disso, tém sido eficientemente combinado
com colina para a formacdo de NADES (Smith et al., 2014). Neste contexto, 0 uso de
NADES como nplastificante de recobrimentos biodegradaveis podem incorporar
eficientemente moléculas de grande potencial na conservacao de frutos e hortalicas, como

0 4cido oxalico, no entanto ainda nao foram realizados estudos explorando o potencial do
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NADES como agente plastificante e funcional de recobrimentos biodegradaveis na
manutencdo da qualidade de frutos.

Adicionalmente, os recobrimentos biodegradaveis ainda podem ser incorporados
de componentes aditivos que possuem propriedades antiescurescimento, antifingica,
antioxidantes entre outras (Villa-Rodriguez et al., 2015). Os 06leos essencias vegetais
podem fornecer aos filmes e recobrimentos propriedades antioxidantes e antimicrobianas,
dependendo da sua composicédo e das interacdes com a matriz polimérica (Atarés and
Chiralt, 2016). Neste contexto, o 6leo essencial de laranja doce tem apresentado elevado
potencial antimicrobiano (Torres-Alvarez et al., 2016) e capacidade antioxidante via
inibicdo da peroxidacdo lipidica induzida por Feo" (Ademosun et al., 2015).

O mamao é um fruto que apresenta elevado consumo pela qualidade e pela
presenca de fitoquimicos antioxidantes benéficos para a satide humana (Ali et al., 2014).
Esses compostos fazem parte do metabolismo antioxidante dos frutos que é composto por
dois sistemas o enzimatico (Fig.1) e o ndo enzimatico (acido ascérbico, carotendides e
fenolicos), que sdo responsaveis pela conversdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
em produtos menos toxicos (Karuppanapandian et al., 2011). Todavia, a compreesdo do
equilibrio da dindmica no metabolismo pode gerar bases para o desenvolvimento de
procedimentos voltados para seu potencial funcional (Corpas et al., 2018).

Neste sentido, o uso de recobrimentos biodegradaveis mais eficientes em manter
esta dindmica podem ser promissores para proteger a estabilidade dos agentes
antioxidantes, garantindo o potencial antioxidante de frutas e hortalicas por um longo
periodo (Villa-Rodriguez et al., 2015). Diante do apresentado, esse trabalho tem como
objetivo avaliar pela primeira vez o efeito da aplicagdo da associacdo de NADES de

cloreto de colina e acido oxalico em recobrimentos biodegradaveis a base de fécula de
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mandioca nos compostos bioativos e metabolismo antioxidante de mamao ‘Sunrise Solo’

durante o armazenamento em condicdo ambiente.

Stress
2GSH
MDHA
‘ ‘ MDHAR ||DHAR | [OR
HzOz
GSSG
GPX

120), + HzO GSSG + H20

Figura 1. Producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e as principais reacbes do

sistema antioxidante enzimatico (Adaptado de Gill and Tuteja, 2010).

0O_": radical superoxido; SOD: superoxido dismutase; H202: peroxido de hidrogénio; CAT: catalase; GPX:
glutationa peroxidase; GSSG: glutationa reduzida; APX: ascorbato peroxidase; AsA: acido ascorbico;
MDHA: monodehidroascorbato ;MDHAR: monodehidroascorbato redutase; DHA: dehidroascorbato;

DHAR: dehidroascorbato redutase; GSH: glutationa na forma reduzida; GR: Glutationa redutase

2. Material e Métodos
2.1. Material Vegetal

Mamdes da cultivar ‘Sunrise Solo’ foram colhidos até as 9:00 h da manh&, no
estadio de maturidade comercial (fruto verde com trago amarelo de até 5%), em plantios
comerciais no municipio de Sapé-PB, Brasil, sendo acondicionados em caixas plasticas e
transportados para o Laboratério de Biologia e Tecnologia Pés-Colheita (LBTPC) do
CCA/UFPB, Areia-PB.

A fécula de mandioca (Manihot esculenta Crantz) foi extraida no Laboratério
conforme (Lima et al., 2012). O 6leo essencial de laranja doce (Citrus Aurantium dulces)

foi obtido do fabricante Ferquima Ind. e Com. Ltd. (Vargem Grande Paulista-SP, Brasil).
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2.2.Quimicos

Acido oxalico, cloreto de colina e Tween 40 foram obtidos de Sigma Aldrich (S&o
Paulo/SP, Brazil). Bicarbonato de sodio e glicerol foram adquiridos de Dindmica Quimica
Contemporanea LTDA (Diadema/SP, Brazil). Acido tricloroaxético de Sigma Aldrich
(S&o Paulo/SP, Brazil). Peroxido de hidrogénio, fosfato de potassio monobasico, fosfato
de potassio bibasico, iodeto de potassio e ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) foram
obtidos de Dinamica Quimica Contemporanea LTDA (Diadema/SP, Brazil).
Polivinilpirrolidona (PVP), acido ascorbico e metionina de Labsynth (Diadema/SP,
Brazil). Bovine serum albumin (BSA), nitroblue tetrazolium (NBT), riboflavina, 2,6-
diclorofenolindofenol 0,002% (DFI) foram comprados de Sigma Aldrich (Sdo Paulo/SP,
Brazil). Os solventes orgénicos P.A. hexano, etano, acido cloridrico , metanol, e acetona.
foram obtidos de Labsynth (Diadema/SP, Brazil). Folin-Ciocalteau e bicarbonato de
sodio de Dinamica Quimica Contemporanea LTDA (Diadema/SP, Brazil). Acido galico,
2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS), trolox
e 2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl)hydrazyl (DPPH) foram comprados de Sigma
Aldrich (S&o Paulo/SP, Brazil).

2.3. Formulacéo do solvente natural eutetico profundo (NADES)

O solvente natural eutetico profundo (NADES) foi obtido da combinacao de acido
oxalico com cloreto de colina. Os componentes foram colocados em baldo de vidro
selado, adicionados de agua ultrapurificada, aquecidos e agitados até a formacdo de uma
mistura eutetica liquida e translucida conforme Abbott, Boothby, Capper, Davies, &
Rasheed, 2004. Em seguida, a mistura eutetica foi rotaevaporadorada e os H* livres no
NADES foram neutralizados com bicarbonato de sodio, sendo o excesso e o sal formado

removido por sucessivas centrifugacoes.
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2.4.Preparacao dos recobrimentos biodegradaveis

As soluces filmogénicas foram preparadas a partir de suspensdes aquosas de fécula
de mandioca a 2,25% (w/v), sob aquecimento controlado até atingir a temperatura de
70°C. O NADES & 1% (w/v) e o glicerol a 1% (w/v), foram adicionados na fase de
resfriamento da solucdo filmogénica. O 6leo essencial de laranja doce foi inicialmente
adicionado a pequenas porcoes de NADES, Tween 40 e matriz filmogeénica, e submetidos
a forca de cisalhamento com auxilio de ultra turrax. Sequencialmente, foram submetidos
a ultrassom por 5 minutos e foram aplicado nas solugdes filmogénicas, sob constante
agitacdo, de modo a se obter a concentracdo final de 0,1%. Todas as concentracfes usadas

na formulacdo dos filmes foram determinadas com base em testes prévios.

2.5. Aplicagéo dos recobrimentos

No LBTPC, os frutos foram lavados em &gua corrente e sanificados com solugdo
de hipoclorito de sédio a 50 mg L™, por 2 minutos. Ap6s secagem em condicio ambiente,
0s seguintes recobrimentos foram aplicados nos frutos: controle (C), sem recobrimento;
fécula de mandioca 2,25%+Glicerol 1% (SGly); fécula de mandioca 2,25%+NADES1%
(SNADES) e fécula de mandioca 2,25%+NADES1%+0leo de laranja doce 0,1%
(SNADES+Q). Os frutos foram imersos nos respectivos recobrimentos por 1 minuto e
secos em temperatura ambiente, sob telas de ago inox.
2.6. Delineamento experimental

Apos secagem, os frutos foram acondicionados em bandejas de poliestireno
expandido e armazenados em condi¢do ambiente (24+3°C e 85+5°C UR) durante 10 dias,
sendo avaliado a cada 2 dias. O delineamento foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 6x4, sendo seis periodos de avaliacdo e 4 recobrimentos, com 3 repeticoes,

compostas por 2 frutos cada.
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2.7.Peroxido de hidrogénio H20>

Os niveis de perdxido de hidrogénio (H202) foram derterminados conforme
Nukuntornprakit et al. (2015). Cinco gramas de polpa congelada foram homogeneizadas
em almofariz previamente resfriado, com 5 mL de &cido tricloroaxético 0,1%. O
homogenizado foi centrifugado a 7690g po 20 min a 4°C. Um mL do extrato foi
adicionado em 3 mL de tampéo de fosfato de potassio 5mM (pH 7,0) e 1 mL de iodeto
de potassio. A absorbancia do ensaio foi mensurada a 390nm using a spectrophotometer
GenesysTM (10S UV-188 VIS). O conteudo de H.O; foi derterminado por uma curva
padrdo preparada com uma solugdo estoque de 10mM e os resultados foram expresso em
pmol de H2O2 por grama de polpa fresca (FW).
2.8.Extracao e atividade das enzimas antioxidantes

Todos os ensaios enzimaticos foram determinados pelo mesmo extrato. Trés gramas
de polpa foram homogeneizadas com 5 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH
7,0), contendo contendo 0,1 mM de EDTA e 1% de PVP. Na sequencia, a solucéo foi
centrifugada a 7690g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi usado nas analises
enzimaticas. A concentracdo de proteina dos extratos enzimaticos foi determinada
conforme (Bradford, 1976), com leituras a 595 nm e curva padrdo de bovine serum
albumin-BSA (2,5 4 60 pug mL™).

A atividade da superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada pela
capacidade de inibicdo da reducéo fotoquimica do nitroblue tetrazolium (NBT) conforme
Lv et al. (2011). A mistura de reacdo (1,5 mL) continha 50 mM de tampao fosfato de
potassio (pH 7,8), 13 mM de metionina, 100 mM de EDTA, 2 uM de riboflavina, 75 uM
de NBT e 50 pL do extrato enzimatico. A riboflavina foi adicionada por ultimo, e a reacdo
foi iniciada ligando duas luzes de 30W, permanecendo assim por 5 minutos. A atividade

da enzima foi mensurada a 560 nm e uma unidade de SOD foi definida como a quantidade
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necessaria de enzima que inibe a fotorreducgdo de NBT em 50% (U mg™ protein), sob
essas condigdes experimentais.

Atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi mensurada pelo monitoramemto da
oxidacgdo do H>O», através da diminui¢cdo da absorbancia a 240 nm de acordo com
Nukuntornprakit et al. (2015). A mistura de reacdo (1,5 mL) continha 67 mM de tampao
fosfato de potassio (pH 7,0), 12 mM de H202 e 100pL do extrato enzimatico. A atividade
da enzima foi mensurada considerando o coeficiente de extingdo de 39.4 mM*cm™ e uma
unidade de ativdade da CAT foi definida como a quantidade de enzima que oxida 1 pmol
de peroxido de hidrogénio por minuto por mg proteina (U mg™ protein), sob essas
condicdes experimentais.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada
conforme Yang et al. (2009). A mistura de ensaio (1,5 ml) continha 50mM de tampéo de
fosfato de potassio (pH 7,0), 1 mM de perdxido de hidrogénio, 0,3mM de acido ascérbico
e 100puL de extrato enzimatico. O decrescimo de absorbancia a 290 nm foi acompanhado
durante 3 minutos e a atividade enzimatica foi calculada com o coeficiente de extingdo
de 2,8 mM cm™. Uma unidade de atividade da APX foi definida como a quantidade de
enzima que oxida 1 pmol de acido ascorbico por minuto por mg proteina (U mg™ protein),
sob essas condicdes experimentais.

2.9. Acido ascorbico, carotenoides, flavonoides amarelos e polifenois extraiveis totais

Os niveis de acido ascorbico foram determinados usando AOAC (2005), 2 gramas
de polpa foram homogeneizados com 50 mL de acido oxalico 0,5 % e foram titulados
com solucdo de DFI (2,6-diclorofenolindofenol 0,002%) até que uma cor rosa se
mantivesse por 15s. Os resultados foram expressos em mg 100g™ de polpa fresca (FW).
Os teores de carotenoides totais foram determinados de acordo com Higby, (1962) e

modificado usando a solucdo de extragdo Hexano PA. As leituras foram realizadas em
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espectrofotdbmetro Genesys 10S UV-VIS a 450 nm e os resultados foram expressos em
mg 100g* de polpa fresca (FW).

As concentracOes de flavonoides amarelos foram mensuradas conforme Francis,
(1982) utilizando solucdo de extracdo de etanol PA:HCI 1,5 M (85:15 v:v). Apos
centrifugacdo a 7690g durante 15 min, os extratos foram filtrados através de papel
Whatman N.1 e lidos em espectrofotdmetro a 374 nm. Os resultados foram expressos em
mg 100 gt FW.

Os teores de compostos fenolicos extraiveis totais (TEP) foi determinado utilizando
o reagente Folin-Ciocalteu como descrito por (Dantas et al., 2015). O extrato foi obitido
usando metanol 50% e acetona 70%. Em seguida, uma aliquota do extrato fenolico foi
adicionada para 1 mL do reagente Folin-Ciocalteau, 2 mL de carbonato de sédio a 20% e
2 mL de agua destilada. As leituras foram realizadas a 700 nm apds 30 min de incubacao
sob condicdo ambiente e auséncia de luz. Os resultados foram calculados com base em
uma curva padrdo de acido galico 98% (0-50 ug) e expressos como equivalentes de acido
galico (GAE) mg 100 g* de FW.

2.10. Atividade antioxidante total por ABTS ** e DPPH"

A atividade antioxidante total dos extratos fenélicos utilizando o radical ABTS™"
foi obtida utilizando trés diferentes dilui¢bes, em triplicata, onde foram adicionados 3 mL
do radical ABTS"" previamente ajustado com etanol P.A. para uma absorbancia de 700
+0,05. As amostras foram lidas a 734 nm em espectrofotdmetro Genesys 10S UV-VIS,
apos 6 minutos da adicdo do radical. Foi utilizada uma curva padrdo Trolox e o0s
resultados foram expressos como TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) em
uM de Trolox gt de polpa fresca (Dantas et al., 2015).

A atividade antioxidante total usando o radical DPPH" foi determinada de acordo

com Dantas et al. (2015). Uma aliquota de 100 uL foi retirada de trés dilui¢cdes (600, 800
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e 1000 pL/mL) em triplicata, ao qual foram adicionados 3,9 mL do radical (0,06mM).
Como controle, foram utilizados 100 uL da solugdo de controle (alcool metilico 50% +
70% de acetona + agua, razdo 4: 4: 2) em vez de extrato fenolico. As leituras foram
realizadas a 515 nm em espectrofotdmetro, 30 minutos apos a adi¢do do radical DPPH",
e considerando a estabilizacdo da absorbancia como base. A atividade antioxidante foi
calculada como a concentracdo de extrato necessario para reduzir em 50% a concentragédo

inicial do radical DPPHs (EC50), sendo os resultados expressos em g de polpa fresca g™

de DPPH".
2.11. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo tese F (p <0,05).
Para o periodo de armazenamento (dias) e a interacdo entre periodo de armazenamento e
recobrimentos, aplicou-se analise de regressao polinomial até segundo grau, os modelos
foram considerados ajustados quando apresentavam coeficiente de determinagdo (R?)
igual ou superior a 60%. Para comparar 0s recobrimentos foi aplicado teste de Tukey (p
<0,05), essas analises foram realizadas usando o software SAS®9.3 (2011). Um heat map
foi constrdido utilizando o software JMP® 10.0.0. Foi realizada também analise de
correlacdo de Pearson entre os parametros do metabolismo antioxidante dos frutos,

utilizando o pacote corrplot do software R® (Wei and Viliam, 2017).

3. Resultados
3.1. Niveis de H>O; e atividade das enzimas antioxidantes

Os mamdes recobertos com fécula de mandioca combinada com solvente natural
eutetico profundo (SNADES) apresentaram aumento nos teores de peroxido de
hidrogénio (H202) até o sexto dia de armazenamento na condicdo ambiente, que em

seguida, declinou em 28% até o dia 10, onde obtiveram valores inferiores a todos os
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demais. Os frutos do controle (C), apresentaram comportamento similar aos frutos
recobertos com SNADES, exceto por apresentarem aumento de 21% no contetdo de
H>02 no ultimo dia de armazenamento ao ambiente, o que pode estar relacionado com o
aumento das taxas de reacGes degenerativas resultantes do processo de senescéncia desses
frutos. Os frutos recobertos com fécula de mandioca 2,25% associada com glicerol (SGly)
e com solvente natural eutetico profundo mais 6leo essencial de laranja (SNADES+0)
apresentaram teores mais baixos de H>O, com pouca variagdo durante o armazenamento
ao ambiente (Fig. 2A).

A atividade da superdxido dismutase (SOD) apresentou elevado incremento no
segundo dia de armazenamento independentemente do recobrimento aplicado. Mamdes
recobertos com SNADES mantiveram a alta atividade até o 4° dia, seguindo de brusca
reducdo até o 10° dia de armazenamento ao ambiente, com os menores valores. Frutos
recobertos com SNADES+O mostraram reducao na atividade da SOD a partir do dia 2 ao
dia 8, quando novamente aumentou. Para os frutos recobertos com SGly, a atividade da
SOD apresentou reducdo apds o dia 2, seguido de aumento (dia 4) e estabilidade até o 10
° dia de armazenamento ao ambiente. Os frutos sem recobrimento tiveram um outro
grande aumento na atividade da SOD no dia 6, seguida de diminuicéo (dia 8), seguida de
incremento dia (10) (Fig. 2B).

A atividade da catalase (CAT) em mamdes recobertos com SGly e SNADES
apresentou comportamento quadratico durante o armazenamento ao ambiente, com
incremento no dia 2 e declinio a partir do dia 6. Por sua vez, os frutos recobertos com
SNADES tiveram superior atividade da CAT durante quase todo armazenamento ao
ambiente (dias 2 a 8). Os mamdes recobertos com SNADES+O, obtiveram pequena
variacdo na atividade da CAT apresentando um aumento no dia 2, decréscimo (dia 4) e

estabilidade até o fim do armazenamento ao ambiente. O controle (C) teve um aumento
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linear da atividade durante 0 armazenamento ao ambiente, apresentando em seu final um
valor 39% superior aos frutos recobertos (Fig. 2C).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) em frutos recobertos com SNADES e
SNADES+O apresentou comportamento quadratico durante o armazenamento ao
ambiente, com incremento no inicio e declinio a partir do 6° dia. Mam®des recobertos com
SGly apresentaram aumento linear da atividade da APX até o dia 6, seguida de reducéo
de 25% para o ultimo dia de armazenamento ao ambiente. Adicionalmente, frutos que
receberam recobrimentos apresentaram no 10° dia do armazenamento ao ambiente
menores atividades da APX quando comparados ao controle. Por sua vez, frutos sem
recobrimento tiveram aumento na atividade da APX no quarto dia de armazenamento,
seguida de declinio até o dia 8 e aumento de 36% no 10° dia de armazenamento ao

ambiente (Fig. 2D).
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Figura 2. Teores de perdxido de hidrogénio — H>O2 (A) e atividade das enzimas
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antioxidantes (B) superoxido dismutase — SOD, (C) catalase — CAT e (D) ascorbato
peroxidase-APX, de mamao ‘Sunrise Solo’ recobertos com a associacdo de solvente
natural eutetico profundo 1% mais fécula de mandioca 2,25% (SNADES), com a
associacdo de solvente natural eutetico profundo 1% mais oléo essencial de laranja doce
0,1% mais fécula de mandioca 2,25% (SNADES+Q), com a associacdo de glicerol 1%
mais fécula de mandioca 2,25% (SGly) e frutos sem recobrimento (C) durante 10 dias de

armazenamento em condicdo ambiente (24+3°C e 85+5%UR).

3.2. Teores acido ascorbico, carotenoides, flavonoides amarelos, e fenolicos extraiveis
totais

Os frutos sem recobrimento (controle, C) apresentaram aumento linear no contetdo
de 4cido ascorbico (AsA), com teor no 10° dia de armazenamento ao ambiente em média
18% superior aos frutos com recobrimento. Frutos recobertos com fécula de mandioca
associada com glicerol (SGly) e com solvente natural eutetico profundo (SNADES)
mantiveram os niveis de AsA durante armazenamento ao ambiente, com incrementos de
8,8% e 5,5%, respectivamente. O teor de AsA apresentaram comportamento quadratico
em mamdes recobertos com fécula de mandioca combinada com solvente natural eutetico
profundo mais 6leo essencial de laranja (SNADES+0), com incremento no inicio no
armazenamento ao ambiente e um leve decréscimo do dia 8 ao 10 (Fig. 3A).

Os teores de carotenoides totais (T car.) aumentaram durante 0 armazenamento ao
ambiente independente dos recobrimentos aplicados, no entanto, frutos recobertos com
SNADES+O apresentaram acréscimo linear e foram o0s que mais acumularam
carotenoides, apresentando nos ultimos dias de armazenamento ao ambiente maiores
conteldos quando comparados aos demais. Mamdes recobertos com SGly e com

SNADES tiveram comportamento quadratico no incremento de T car. e apresentaram 0s

56



358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

segundos maiores valores no 10° dia de armazenamento ao ambiente. Frutos sem
recobrimento também apresentaram comportamento quadratico para o acumulo de T car
durante o armazenamento ao ambiente, no entanto esses frutos apresentaram um menor
incremento quando comparado aos demais (Fig. 3B).

O conteudo de flavonoide amarelo (Y flav) aumentou de forma linear em mamdes
sem recobrimentos e recobertos com SNADES+O, apresentando maiores teores aos 10
dias de armazenamento ao ambiente quando comparado aos demais. Os Y flav de frutos
recobertos com SGly mantiveram-se constantes durante 0 armazenamento ao ambiente
com teor médio de 0,63 mg 1001, Frutos revestidos com SNADES também apresentaram
pequena variacdo nos teores de Y flav ao longo do armazenamento ao ambiente, com um
pequeno declinio no dia 4 seguido de acréscimo até 10° dia e com teor médio de de 0,60
mg 100 (Fig. 3C).

Os mamdes recobertos com SNADES tiveram acréscimo quadratico nos teores de
fenolicos extraiveis totais (TEP) e apresentaram o0s maiores teores no 10° dia de
armazenamento ao ambiente com média de 50,29 mg 100g™. Frutos recobertos com SGly
apresentaram aumento linear nos niveis de TEP. Os mamdes sem recobrimento tiveram
comportamento quadratico de TEP durante o armazenamento na condi¢cdo ambiente, com
elevado incremento até o dia 6 (54,6 mg 100g™) e posterior decréscimo de 19% no 10°
dia. Os TEP dos frutos recobertos com SNADES+O apresentaram aumento linear do dia

2 a0 8 e decréscimo no dia 10 (Fig. 3D).
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Figura 3. Teores de compostos bioativos, (A) acido ascérbico - AsA, (B) carotendides
totais — T Car., (C) flavonoides amarelos — Y flav e (D) fendlicos extraiveis totais — TEP
de mamao ‘Sunrise Solo’ recobertos com a associagdo de solvente natural eutetico
profundo 1% mais fécula de mandioca 2,25% (SNADES), com a associacao de solvente
natural eutetico profundo 1% mais oléo essencial de laranja doce 0,1% mais fécula de
mandioca 2,25% (SNADES+Q), com a associacdo de glicerol 1% mais fécula de

mandioca 2,25% (SGly) e frutos sem recobrimento (C) durante 10 dias de armazenamento

em condigdo ambiente (24+3°C e 85+5% UR).

3.3. Atividade antioxidante total pela captura dos radicais ABTS"" and DPPH*

A atividade antioxidante pela captura do radical ABTS™"( ABTS™") nos mamdes
sem recobrimento (Controle, C) apresentou comportamento quadratico durante o
armazenamento ao ambiente, com aumento da atividade até o 6° dia, seguido de declinio

de 38% até o dia 10. Adicionalmente, frutos sem recobrimentos tiveram menores valores
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de captura do ABTS™ quando comparadas aos recobertos, no 10° dia de armazenamento
ao ambiente. Mam®es recobertos com fécula de mandioca associada a solvente natural
eutetico profundo (SNADES) tiveram aumento no sequestro do radical ABTS™ no 6° e
8° dia de armazenamento ao ambiente, seguido de reducdo 10° dia. Frutos recobertos com
fécula de mandioca combinada a glicerol (SGly) apresentaram aumento linear do 2° dia
ao 8° e reducdo de 13% no 10° dia de armazenamento ao ambiente. Para os frutos
recobertos com fécula de mandioca combinada com SNADES mais 0leo de laranja
(SNADES+0) observa-se pequena variacdo na atividade antioxidante por ABTS™
durante o armazenamento ao ambiente, com leve reducdo de 7,9% % do 6° ao 10° dia
(Fig. 4A).

A atividade antioxidante medida pela captura do radical DPPH" (DPPH"), foi
expressa em g g de DPPH", ou seja quanto menor a quantidade de gramas de polpa
necessarias para para reduzir gramas de DPPH" maior sera a atividade antioxidante. Neste
contexto, Os frutos sem recobrimento tiveram a maior atividade antioxidante DPPH’ com
incremento do 2° até o 6° dia de armazenamento ao ambiente, seguido de declinio de 6,36
% até 10° dia. A capacidade de sequestro do radical DPPH" de mamdes recobertos com
SNADES apresentou comportamento quadratico durante 0 armazenamento ao ambiente,
tendo no ultimo dia a maior atividade antioxidante quando comparada aos demais.
Mamdes recobertos com SGly apresentaram incremento na captura do DPPH' do 4° até
10° dia. No entanto, os seus valores no fim do armazenamento ao ambiente foram 8,6%
inferiores aos frutos recobertos com SNADES. Por sua vez, frutos recobertos com
SNADES+O tiveram diminugéo na capacidade de sequestro do DPPH" do 2° ao 6° dia de
armazenamento ao ambiente, sequido de aumento de 25% no dia 8 e declinio de 18% no
dia 10,indicando uma menor atividade antioxidante no fim do armazenamento na

condigdo ambiente (Fig. 4B).
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Figura 4. Atividade antioxidante total pelas metodologias de captura dos radicais (A)
ABTS™" e (B) DPPH' de mamaio ‘Sunrise Solo’ recobertos com a associagdo de solvente
natural eutetico profundo 1% mais fécula de mandioca 2,25% (SNADES), com a
associacao de solvente natural eutetico profundo 1% mais oléo essencial de laranja doce
0,1% mais fécula de mandioca 2,25% (SNADES+0), com a associagdo de glicerol 1%
mais fécula de mandioca 2,25% (SGly) e frutos sem recobrimento (C) durante 10 dias de
armazenamento em condi¢do ambiente (24+3°C e 85+% UR).

3.4. Heat map e Correlagao

Um heat map foi montado visando mostrar com maior detalhamento as mudangas
no metabolismo antioxidante de mamoes ‘Sunrise Solo’ sob diferentes recobrimentos
biodegradaveis e armazenado por 10 dias na condic¢do ambiente(Fig. 5).

Frutos sem recobrimento (controle, C) tiveram aumento nos niveis de peréxido de
hidrogénio (H20>) a partir do quarto dia de armazenamento ao ambiente (P4), logo apds
0 expressivo aumento da atividade da superdxido dismutase (SOD) no dia 2 (P2). No P4
também ocorreu aumento na atividade das enzimas catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX) destes frutos. Durante o 6° dia (P6) observou-se 0 aumento expressivo
nos niveis de acido ascorbico (AsA), carotendides totais (T. Car), flavonoides amarelos

(Y Flav) e polifenois extraiveis totais (TEP) que resultou em maior atividade antioxidante
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por ABTS™" e DPPH’, neste periodo ainda observa-se um novo pico de atividade da SOD.
Por sua vez, ao final do armazenamento ao ambiente, dias 8 (P8) e 10 (P10) ocorreu a
reducdo dos conteudos de TEP, T Car. e das atividades antioxidantes ABTS™" e DPPH",
bem como, um novo aumento dos niveis de H20> e da atividade das enzimas CAT e APX.
Adicionalmente, os teores de AsA e Y flav desses frutos se manteram altos até os ultimos
dias de armanzenamentos ao ambiente e foram superioresque nos frutos com
recobrimentos.

Frutos recobertos com fécula de mandioca combinada com glycerol (SGly)
apresentaram expressivo aumento na atividade da SOD no P2 e incrementos nos niveis
de H20> a partir do 4° dia (P4) de armazenamento ao ambiente. Do periodo P4 ao P6,
observou-se um aumento expressivo da atividade das enzimas CAT e APX nos frutos.
Por sua vez, ao final do armazenamento ao ambiente (8 e 10) ocorreu uma brusca reducao
da atividade dessas enzimas. No dia 8 ocorreu um expressivo aumento nos contetidos de
T Cat., TEP e da atividade antioxidante por DPPH' e ABTS™". Entretanto, esse aumento
ndo persiste até o ultimo dia de armazenamento, quando observou-se uma forte reducéo
dos niveis desses compostos e da atividade antioxidante.

Mamdes recobertos com fécula de mandioca associada com solvente natural
eutetico profundo (SNADES) apresentaram elevado aumento da atividade da enzima
SOD nos dias 2 e 4 e expressivo incremento dos niveis de H202 nos dias 4 e 6. Nos dias
2, 4 e 6 também ocorreu 0 aumento da atividade das enzimas CAT e APX. Por sua vez,
no final do armazenamento ao ambiente (dias 8 e 10), houve o decrescimo dos niveis de
H>0O2 e das atividades das enzimas SOD, CAT e APX e 0 aumento expressivo no contetido
de T car., Y Flav, TEP e da atividade antioxidante por ABTS™ (dia 8) e DPPH".
Adicionalmente, os frutos recobertos com SNADES tiveram menores teores de H2Oz e

maiores teores TEP e maior atividade antioxidante DPPH’ no 10° dia de armazenamento

61



464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

474

475

ao ambiente quando comparados aos demais, demonstrando grande eficiéncia do sistema
antioxidante na captura do H>O: e, portanto, superior qualidade funcional.

Os frutos recobertos com com fécula de mandioca associada com solvente natural
eutetico profundo mais 6leo de laranja (SNADES+Q) apresentaram expressivo aumento
na atividade da SOD, CAT e APX no 2° dia de armazenamento ao ambiente, bem como
elevado aumento nos niveis de H202 no P4. Nos periodos P8 e P10, ocorreu uma brusca
reducdo da atividade da ascorbato peroxidase e um intenso incremento nos teores de Y
flav. e T Car, que ja vinham aumentando desde o P4. Os teores de TEP e a atividade
antioxidante por ABTS™" e DPPH"", tiveram incremento no P8. No entanto apresentaram,

brusca diminuicao no ultimo dia de armazenamento ao ambiente (P10).

Variables

.. 12 00 3 3 1300
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Maximum
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Figure 5. Heat map mostrando com detalhamento as diferencas no metabolismo
antioxidante de mamao ‘Sunrise Solo’ recobertos com a associa¢do de solvente natural
eutetico profundo 1% mais fécula de mandioca 2,25% (SNADES), com a associacdo de
solvente natural eutetico profundo 1% mais oléo essencial de laranja doce 0,1% mais
fécula de mandioca 2,25% (SNADES+0), com a associacdo de glicerol 1% mais fécula
de mandioca 2,25% (SGly) e frutos sem recobrimento (C) durante 10 dias de

armazenamento em condi¢cdo ambiente (24+3°C e 85+5% UR).

PO: 0 dias; P2: 2 dias; P4: 4 dias; P6: 6 dias; P8: 8 dias; P10: 10 dias. H,O.: peréxido de hidrogénio; SOD:
superoxido dismutase; CAT: catalase; APX: ascorbato peroxidase; AsA: acido ascérbico; T Car.:
carotenoides totais; Y flav: flavonoides amarelos; TEP: fendlicos extraiveis totais. ABTS™: atividade

antioxiante total usando o radical ABTS"*; DPPH": atividade antioxiante usando o radical DPPH".

Na figura 6 é mostrada as principais correlaces das varidveis relacionadas com o
metabolismo antioxidante de mamao ‘Sunrise Solo’ sob com diferentes recobrimentos e
armazenados ao ambiente durante 10 dias. Os teores de peroxido de hidrogénio estdo
correlacionados positivamente com a atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) e com a atividade
antioxidante por ABTS"".

A atividade da SOD, enzima responsavel pela dismutacdo de ions superéxidos em
H>0O2 (Fig 1.) esta correlacionado positivamente com a atividade das enzimas CAT e APX
que séo responsaveis pela reducéo do H.O. a agua (Fig. 1). A SOD também apresenta
correlacdo positiva com o conteddo de flavonoides amarelos (Y Flav), atividade
antioxidante por ABTS".e com os maiores valores de grama de polpa por grama de
DPPH’, indicando assim que quando SOD ta alta ha uma menor captura desse radical. A

CAT apresenta correlacdo positiva com a atividade da APX e com o0s niveis de &cido
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ascorbico (AsA). A APX se correlacionou negativamento com os teores de fenolicos
extraiveis totais (PET) e positivamente com valores de g de polpa com DPPH".

Os teores de AsA apresentam correlacdo positiva com os contetdos de T Flav, TEP
e atividade antioxidante ABTS"" e correlagdo negativa com os valores de grama de polpa
por grama de DPPH?’, indicando incremento da atividade antioxidante quando AsA € alto.
Os contetdos de carotendides totais (T car.) mostraram correlagdo positiva apenas com
os teores de Y Flav e TEP. O TEP tiveram correlacdo positiva com a atividade

antioxidante por ABTS'" e negativa com os valores de g g DPPH".

@ © O o O . o O o 1
_0.0S@O olole-lel® @ 0.8
053" 0.4 @ ® 00 ® -olo 0.6
0.3 -0.16 0_37*@ O O oo @ o 0.4
006 0.18 04" 0.37*@ O o o o 0O 04
036" 03" 0.37" 049" 0.19 @ @ @ - | © e
0.57" -0.01 -039" 0.18 -0.03 | -0.2 @ O O O I
0.05 021 002 005 007  024° 0.34*® O O B
0.25" 0.28" -0.14 -0.35" -0.06 -0.01  0.24° 0.27*@ O i
0.04 029" 0.17 -0.09 0.3 0.6 031" 048" 0.23*@ =

-1
Figura 6. Correlacdo de varidveis relacionadas com o metabolismo antioxidante de
mamao ‘Sunrise Solo’ recobertos com a associacao de solvente natural eutetico profundo
1% mais fécula de mandioca 2,25% (SNADES), com a associacdo de solvente natural
eutetico profundo 1% mais oléo essencial de laranja doce 0,1% mais fécula de mandioca

2,25% (SNADES+0), com a associagdo de glicerol 1% mais fécula de mandioca 2,25%
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(SGly) e frutos sem recobrimento (C) durante 10 dias de armazenamento em condicao

ambiente (24+3°C e 85+5% UR). n=72.

*signifativo a 5% de probabilidade pelo teste T. H,O: peroxido de hidrogénio; SOD: superdxido dismutase;
CAT: catalase; APX: ascorbato peroxidase; AsA: acido ascorbico; T. Car.: carotendides totais; Y flav:
flavonoides amarelos; TEP: fendlicos extraiveis totais. ABTS™": atividade antioxiante total usando o radical

ABTS*; DPPH": atividade antioxiante usando o radical DPPH".

4. Discusséo

O mamao é uma fruto climatérico, cujo o amadurecimento é caracterizado por uma
explosdo oxidativa (Corpas et al., 2018). Portanto, estes frutos tendem a ter um aumento
da producéo de perdxido de hidrogénio (H202) durante o amadurecimento (Pandey et al.,
2013) como observado aqui nas figura 2A e figura 5. Adicionalmente, os frutos recobertos
com fécula de mandioca combinada com solvente natural eutetico profundo (SNADES),
apresentaram incremento inicial nos niveis de H20. até o 6° dia, entretanto a partir deste
dia apresentou decréscimo e teve 0s menores teores de captura do H2O- pelas enzimas
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (Corpas et al., 2018; Wang and Gao, 2013)
que apresentaram elevadas atividade até o 6° dia (Fig. 5). Os frutos sem recobrimento
(controle, C) apresentaram comportamento similar aos recobertos com SNADES, exceto
pelo expressivo aumento dos niveis de H202no 10° dia de armazenamento ao ambiente
(Fig. 2A), que estd relacionado com o aumento da intensidade dos processo de
amadurecimento provavelmente em consequéncia do incremento na peroxidacdo lipidica
(Resende et al., 2012; Repetto et al., 2012).

A superoxido dismutase (SOD) é a primeira linha de defesa contra as espécies
reativas de oxigénio e catalisa a dismutacdo do anion superoxido (O2) em moléculas de
H20. (Huan et al., 2016) como é mostrado na figura 1. A Catalase € a principal enzima

responsavel pela decomposi¢do do H.02 sem a utilizagdo de outros redutores (Fig. 1)
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(Karuppanapandian et al., 2011). Pandey et al (2013) reportaram o incremento linear da
atividade da catalase durante o avan¢o da maturagcdo do mamao ‘Pusa Majesty’, COmo
claramente mostrado neste trabalho em mamdes sem recobrimento (Fig. 2C). O aumento
da atividade da CAT provavelmente tem como objetivo reduzir os danos ocasionados
pelos niveis toxicos de H202> no metabolismo dos tecidos (Karuppanapandian et al.,
2011). A APX ¢ a enzima responsavel pela desintoxicacdo de H>O» usando o acido
ascorbico como substrato doador (Fig. 1) (Corpas et al., 2018). Resende et al (2012),
verificaram em mamao ‘Golden’ comportamento similar ao observado nesse experimento
para a APX (Fig. 2D), com aumento da atividade no inicio e declinio no final do
armazenamento. Adicionalmente, , como aqui também é reportado (Fig. 6) a atividade
das enzimas antioxidantes sdo relacionadas positivamente com os teores de H20:
(Karuppanapandian et al., 2011; Pandey et al., 2013), ou seja, uma vez que os teores de
H->0O> estdo baixos ocorre a diminuigéo da atividade destas enzimas, como foi observado
para as atividade da SOD, CAT e APX durante 0 armazenamento ao ambiente de mamdes
recobertos com fécula de mandioca combinada com solvente natural eutetico profundo
(SNADES) e com solvente natural eutético profundo mais 6leo de laranja (SNADES+Q)
(Fig 5). Por sua vez, mamdes sem recobrimento (C) deste estudo apresentaram aumento
das atividades destas enzimas no final do armazenamento, em decorréncia de
apresentarem altos valores de H2O; (Fig. 5).

Durante os primeiros estagios do amadurecimento o sistema antioxidante protege
os frutos contra os danos oxidativos, através de um complexo sistema que inclui as
enzimas antioxidantes como a SOD, CAT e APX (Resende et al., 2012). Portanto uma
maior atividade destas enzimas tendem a ser observadas no inicio do armazenamento,
como é observado em frutos recobertos com SGly (recobrimentos biodegradaveis a base

de fécula de mandioca associada a glicerol), com SNADES+O e em maior intensidade
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nos frutos recobertos com SNADES (Fig. 5). A medida que ocorreu a diminui¢do na
atividade dessas enzimas observou-se a intensificacdo da sintese de flavonoides amarelos
e compostos fendlicos totais (Fig. 5), que foram correlacionados negativamente com a
atividade da SOD e APX, respectivamente (Fig. 6).

O aumento da atividade das enzimas SOD, CAT e APX tem sido relacionado com
a aliviacao de estresses sofridos por mamao ‘Frangi’ (Shadmani et al., 2015), sendo que
frutos que apresentaram maior capacidade de captura de espécies reativas de oxigénio, ou
seja, apresentavam uma melhor eficiéncia dos seus mecanismos antioxidantes, como aqui
mostrado para frutos recobertos com SNADES (Fig. 5), podem se destacar por
apresentarem uma maior vida atil pds-colheita (Copas et al., 2018). Por sua vez, o
acumulo de espécies reativas de oxigénio, como o H>O> no 10° dia de armazenamento
em mamdes sem recobrimento (C) (Fig. 5), estdo relacionados com as reacgdes
degenerativas associadas ao processo de senescéncia dos frutos (Tian et al., 2013).

Foi demostrado que frutos sem recobrimento apresentaram incremento linear nos
teores de &cido ascorbico (AsA) durante o armazenamento ao ambiente e apresentaram
maiores teores quando comparado com mamdes recobertos, que mantiveram os niveis de
AsA praticamente estaveis durante o armazenamento (Fig. 3. A). Azene et al. (2014),
reportaram comportamentos similares, com maiores niveis de AsA para mamdes sem
embalagem quando comparados aos embalados. Os teores de AsA tendem a aumentar
durante o amadurecimento de mamdo, logo frutos com elevados niveis de AsA
possivelmente estdo em avancado estadio de amadurecimento (Gayosso-Garcia Sancho
et al., 2011). O &cido ascorbico desempenha importante papel na desintoxicacdo de
espécies reativas de oxigénio como o peréxido de hidrogénio (Ali et al., 2014). Dessa

forma o aumento dos seus teores contribui para 0 aumento da capacidade antioxidante
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hidrofilica do maméo (Singh and Sudhakar Rao, 2011), que aqui apresentou correlacdo
negativa com os niveis de g g* DPPH (Fig. 6).

Como mostrado na figura 3B e figura 5 os maméao recobertos com SNADES+O
apresentaram maiores acumulos de carotenoides (T car) durante o armazenamento ao
ambiente, seguido de frutos recobertos com SNADES e SGly. Por sua vez, os mamdoes
sem recobrimento apresentaram menor incremento nos niveis de T car. durante o
armazenamento. Isso pode ser decorrente do aumento da oxidacdo dos T car., uma vez
que esses frutos apresentaram maiores niveis de H>O; ao final do armazenamento (Fig 5)
(Ramel et al., 2012). Atualmente é recomendado o aumento da ingestdo de alimentos
ricos em carotenoides com suplementos nutricionais, uma vez que esses apresentam uma
série de beneficios a saude, como a possibilidade de prevencdo e tratamento de muitas
doencas cronicas, em particular alguns tipos de céancer e doencas cardiovasculares,
patologias oculares e cutaneas (Cicero and Colletti, 2017). Neste contexto, a utilizacdo de
tecnologias inovadoras e inocuas a saude, como o recobrimento biodegradavel
SNADES+O, que permitem a manutencdo desses compostos durante 0 armazenamento
de mamdo, sdo indispensaveis para o fornecimento de produtos com alto potencial
funcional.

Os niveis de flavonoides amarelos (Y Flav) tiveram incremento durante o
armazenamento e foram maiores nos frutos sem recobrimento e recobertos com
SNADES+O (Fig. 3C). Os flavonoides atuam na prevencdo da formacao de radicais OH’
(Karuppanapandian et al., 2011) e seus incrementos estdo relacionados com a ativacdo da
defesa vegetal e com a coloragao (Bubols et al., 2013). Llogo frutos mais estressados e
com coloracdo de polpa mais desenvolvida tendem a ter maiores valores destes
compostos. Adicionalmente, os flavonoides amarelos contribuem com o incremento dos

fendlicos extraiveis totais, conforme demostrado aqui pela correlacéo positiva (Fig. 5).
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Os teores de fenolicos extraiveis totais (TEP) dos frutos sem recobrimento tiveram
reducdo ao final do armazenamento e apresentaram menores valores quando comparados
aos frutos recobertos com SNADES, que mostraram incrementos até o 10° dia de
armazenamento e com maiores valores quando comparados aos demais (Fig. 3D e Fig.
5). O aumento nos niveis de fendlicos totais tem sido associado com 0 aumento na
atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) que esta relacionada com o sistema
de defesa vegetal (Neves et al., 2015). Por sua vez, a diminui¢do dos teores de fenolicos
totais esta relacionado com uma maior atividade da enzima polifenoloxidase (PPO),
responsavel pela oxidacdo dos fendlicos (Rinaldo et al., 2010). Assim, altos teores de
H>O2 podem aumentar intensamente a atividade da PPO resultando em decréscimo nos
teores fendlicos totais (Lin et al.,, 2016), como é observado em mamdes sem
recobrimentos (Fig. 5). A polpa de frutos tropicais ricos em fenolicos exercem capacidade
de eliminacdo de radicais livres e protegem os globulos vermelhos e células de pré-
adipose 3T3-L1 contra o estresse oxidativo, podendo serem futuramente usadas em
terapias alternativas na prevencdo dos distarbios metabdlicos causados pela obesidade
(Septembre-Malaterre et al., 2016). Nesse contexto, a utilizacdo de recobrimentos
biodegradaveis como o SNADES que preservam o incremento dos niveis de TEP se
caracteriza como uma alternativa eficiente para a manutencao da qualidade funcional do
mamdo durante 0 armazenamento ao ambiente.

Na figura 5 foi demonstrado que mamdes sem recobrimento apresentam reducéo da
atividade antioxidante (ABTS™ e DPPH’) no final do armazenamento na condicédo
ambiente. Por sua vez, frutos recobertos com SNADES apresentaram maiores atividades
antioxidante por ABTS™" (quando comparadas ao controle) e DPPH"* (quando comparado
a frutos de todos os recobrimentos) no final do armazenamento ao ambiente. Ali et al.

(2014), reportaram comportamento similar aos deste experimento, com decréscimo da
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atividade antioxidante no final do armazenamento do mamao ‘Sekaki’. A atividade
antioxidante de frutos esta diretamente relacionada com os niveis de compostos fendlicos
(Gayosso-Garcia Sancho et al., 2011; Ali et al., 2014), como foi aqui também reportado
nas figuras 5 e 6. No entanto, a atividade antioxidante proporcionada pelos TEP depende
das estruturas quimicas dos compostos que estes possuem (Ali et al., 2014) e ndo tdo
somente do seu conteldo. A atividade antioxidante também apresentou correlacdo
positiva com os teores de AsA (Gayosso-Garcia Sancho et al., 2011) e com Y flav (Fig.
5). Portanto, a ativacdo do sistema antioxidante como resposta a estresses pds-colheita,
como em fruto recobertos com SNADES (Fig. 5), pode ocasionar na melhoria e
manutencdo das propriedades antioxidantes de frutas tropicais (Gonzalez-Aguiar et al.,
2010).

O acido oxalico tem sido reportado como uma alternativa promissora para manter
a qualidade nutricional e aumentar o potencial antioxidante dos frutos, incrementando os
niveis de fendlicos, atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX) e atividade
antioxidante total (Razavi and Hajilou, 2016; Razzaq et al., 2015). Neste contexto, a
adicdo do acido oxalico na composicao do NADES pode ter ocasionado a maior eficiéncia
na captura das espécies reativas de oxigénio (relacionado com maior atividade das
enzimas SOD, CAT e APX no inicio do armazenamento) de frutos recobertos com
SNADES e com os maiores valores de TEP e atividade antioxidante aos 10 dias de

armazenamento ao ambiente (Fig. 5).

5. Conclusao

Neste trabalho foi mostrado pela primeira vez o efeito da aplicacdo associada de

solvente natural eutetico profundo de cloreto de colina e acido oxalico (NADES) no
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metabolismo antioxidante de mamao ‘Sunrise Solo’ durante o armazenamento na
condicdo ambiente.

Os mamdes recobertos com fécula de mandioca combinada com NADES
(SNADES) apresentaram melhor eficiéncia na captura do peroxido de hidrogénio (H20>),
estando isso correlacionado com a maior atividade das enzimas CAT e APX no inicio do
armazenamento, indicando frutos em melhor estado de conservacédo da qualidade.

O uso de SNADES proporcionou aos 10 dias de armazenamento ao ambiente
mamdoes de melhor qualidade funcional com maiores teores de fendlicos extraiveis totais
e maior atividade antioxidante por DPPH". Além disso, este recobrimento agiu na
preservacdo dos teores de acido ascorbico, de flavonoides amarelos e da atividade
antioxidante por ABTS™", de modo similar aos recobrimentos de fécula de mandioca com
glicerol (SGly).

Nas condicGes deste experimento, a incorporacdo de Oleo de laranja nos
recobrimentos SNADES (SNADES+QO) permitiu superiores acimulos de carotenoides
totais (T car.) durante o armazenamento dos mamdes. Entretanto, propiciou menores
teores de TEP e atividade antioxidante por DPPH" e maior nivel de H.O2 no fim do
armazenamento.

Em conjunto, o NADES de cloreto de colina e acido oxalico apresenta potencial
para ser incorporado a matriz polimérica como agente plastificante e funcional em
recobrimentos biodegradaveis a base de fécula de mandioca, atuando na melhoria da
eficiéncia do sistema antioxidante enzimatico e no incremento de compostos bioativos
(TEP e T car.) e atividade antioxidante (DPPH®) de mamao . Adicionalmente, este
trabalho abre novas perspectivas na forma como moléculas de interesse (agentes

antiescurescimento, antimicrobianos, antioxidantes entre outros) podem ser incorporadas
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mais eficientemente aos recobrimentos biodegradaveis, tendo em vista que os NADES

podem ser elaborados a partir de uma grande variedade de moléculas.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste estudo foi demonstrado pela primeira vez o efeito da associacdo de solvente
natural eutetico profundo de cloreto de colina e é&cido oxalico (NADES) com
recobrimentos a base de fécula de mandioca na fisiologia, no metabolismo antioxidante
e na conservacgdo pds-colheita de mamao ‘Sunrise Solo’ durante o armazenamento.

Os mamdes recobertos com combinacdo de NADES com fécula de mandioca
(SNADES) apresentaram reducdo na taxa respiratoria, atraso no desenvolvimento da
coloracdo amarela e manutencdo da firmeza por mais tempo, indicando retardo no
amadurecimento do mamao ‘Sunrise Solo’. Além disso, 0 SNADES propiciou frutos
saborosos (altos teor de SS, alta relagdo SS/AT, elevada percepgéo de sabor caracteristico,
baixa percepc¢édo de sabor estranho e alta preferéncia de sabor) e de excelente aparéncia
(menor desidratacdo e maior brilho e elevada aceitacdo durante todo armazenamento).

Os mamdes recobertos SNADES apresentaram melhor eficiéncia na captura H203,
estando isso correlacionado com a maior atividade das enzimas CAT e APX no inicio do
armazenamento, indicando frutos em melhor estado de conservacdo da qualidade.
Também proporcionou mamdes de melhor qualidade funcional com maiores teores de
fenolicos extraiveis totais e maior atividade antioxidante por DPPH'. A incorporacgéo de
6leo de laranja nos recobrimentos SNADES (SNADES+O) permitiu superiores acimulos
de carotenoides totais (T car.) durante o armazenamento dos mamdes. Entretanto,
propiciou menores teores de TEP e atividade antioxidante por DPPH" e maior nivel de
H>02 no fim do armazenamento.

Em conjunto esses dados demonstram que o NADES de cloreto de colina e acido
oxalico apresenta potencial para ser incorporado a matriz polimérica como agente
plastificante e funcional atuando na manutencdo da qualidade e no retardo do
amadurecimento, prolongando a vida Util pés-colheita de mamao ‘Sunrise Solo’ durante
0 armazenamento ao ambiente, bem como atua na melhoria da eficiéncia do sistema
antioxidante enzimético e no incremento de compostos bioativos (TEP e T car.) e
atividade antioxidante (DPPH").
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