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RESUMO

A maga ‘Fuji’ esté entre as frutiferas de clima temperado mais produzida no sul do Brasil.
Grande parte desta producdo é armazenada e comercializada ao longo do ano. O mofo-
azul é responsavel por perdas durante o armazenamento e comercializacdo dos frutos. Os
6leos essenciais tém sido usados para inibir o crescimento de micro-organismos, aliado
aos 6leos essenciais a combinagdo com ceras ou peliculas podem ser uma alternativa a
aplicacdo dos OEs. Devido aos problemas recorrentes com podridfes pos-colheita em
magas ‘Fuji’ com o fungo P. expansum e, a crescente busca por produtos alternativos que
buscam reduzir as aplica¢Ges de fungicidas no controle de podriddes, surgiu a proposta
de fazer uso de emulsdo de quitosana e cera de carnalba em combinacdo com 6leos
essenciais, visando a reducdo de podriddo por mofo-azul na mag¢a ‘Fuji’. O objetivo foi
avaliar o efeito antifungico da cera de carnauba e quitosana em associac¢ao ao uso de 6leos
essenciais de citronela, cravo-da-india, copaiba e canela sobre o crescimento do micélio
em meio de cultura do P. exapansum e o controle de mofo azul na p6s-colheita de macas
cultivar Fuji, bem como sobre a qualidade fisico-quimica dos frutos, o perfil de compostos
volateis, o conteudo de compostos fendlicos totais (CFT) e a atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD). A quitosana utilizada isoladamente e
a quitosana associada com os OEs reduziram o crescimento do micélio em meio de cultura
e 0 nimero de esporos de P. expansum. O crescimento de P. expansum em frutos de
macas Fuji, no experimento em armazenamento refrigerado ndo foi alterado pelo
tratamento com quitosana e quitosana mais OE, ja no experimento aplicando os
tratamentos apGs 0 armazenamento tanto a quitosana como a quitosana mais todos os OEs
testados reduziram o crescimento do fungo nas duas safras analisadas (safra 2018/19 e
safra 2019/20). No experimento pds-armazenamento a reducdo dos CFT da casca nos
tratamentos com quitosana e quitosana mais OEs em ambas as safras, e a atividade
enzimatica da POD reduzida da casca, nos tratamentos com quitosana + OEs de citronela
e cravo-da-india, mostram que o efeito dos OEs e quitosana na reducéo do crescimento
do fundo in vivo tem um efeito fungistatico, ja que os resultados na reducéo de CFT e
atividade enzimatica da POD foram obtidos somente no  experimento pos-
armazenamento, o qual teve reducdo do mofo azul. A utilizacdo de biofilme, tanto no
experimento em armazenamento refrigerado como pos-armazenamento, nao causa
alteracbes nos atributos de qualidade.Os compostos volateis no experimento em

armazenamento refrigerado, compostos como 2-metilbutanoato de etila, acetato de 2-



metilbutila e acetato de hexila tiveram reducdo nos tratamentos com OEs de cravo-da-
india e copaiba contribuindo para reducéo do sabor de magas “Fuji”. No experimento pos-
armazenamento o acetato de etila, butanoato de etila e propionato de etila foram
encontrados somente no tratamento controle, sendo estes aromas caracteristicos de maga,
mostra que apesar de ndo ter sido detectado os compostos de OEs, ha alteracdo da
intensidade e composicdo do aroma dos frutos. A cera de carnaulba e a cera de carnaiba
mais 0s OEs reduzem o crescimento em meio de cultura e 0 nimero de esporos de P.
expansum. Os OEs de citronela, cravo-da-india e canela, todos os OEs associados a cera
de carnalba reduzem a germinacao de esporos. Ha um aumento da perda de massa nos
tratamentos com cera de carnauba e reducdo na firmeza de polpa dos frutos com a
utilizagdo dos OEs, em condi¢Ges ambiente e em armazenamento refrigerado. Os demais
atributos de qualidade dos frutos ndo sdo alterados de forma consistente. Os tratamentos
reduzem a severidade do mofo azul, tendo um menor teor de compostos fendlicos. O
tratamento com OE de citronela teve menor AACPD e teve menor teor de compostos
fendlicos. As enzimas SOD e POD apresentam comportamentos variados entre
tratamentos. N&o ha presenca de compostos volateis caracteristicos dos OEs ou da cera
de carnauba em frutos tratados. No experimento ambiente, o 1-butanol e o propionato de
propila foram detectados somente no controle. O alcool (2E) -2-Hexenal tem maior
quantidade detectada no tratamento controle. No experimento em armazenamento
refrigerado o &cido 2-metilbutirico e o éster butirato de butila ndo sdo encontrados no
tratamento controle. No pds-armazenamento, os ésteres butanoato de 2-metilhexila e butil

2-metilbutirato, sdo detectados em maior quantidade no tratamento controle.

Palavras-chave: Malus domestica(Borkh.), Penicillium expansum, biofilmes.



ABSTRACT

CARNAUBA WAX AND CHITOSANA WITH ESSENTIAL OILS FOR CONTROL
OF BLUE MOLD AND THE IMPACT ON THE QUALITY OF 'FUJI' APPLES

The 'Fuji' apple is among the most produced temperate fruit trees in southern Brazil. Much
of this production is stored and marketed throughout the year. Blue mold is responsible
for losses during the storage and marketing of fruits. Essential oils have been used to
inhibit the growth of microorganisms, combined with essential oils the combination with
waxes or films can be an alternative to the application of OEs. Due to recurrent problems
with postharvest rot in 'Fuji' apples with fungus P. expansum and, the growing search
for alternative products that seek to reduce fungicide applications in the control of rot,
emerged the proposal to make use of chitosan emulsion and carnauba wax in combination
with essential oils, aiming at reducing rot by blue mold in the apple 'Fuji'. The objective
was to evaluate the antifungal effect of carnauba and chitosan wax in association with the
use of essential oils of citronella, clove, copaiba and cinnamon on mycelium growth in
culture medium P. exapansum and the control of blue mold in the postharvest of fuji
cultivar apples, as well as on the physical and chemical quality of the fruits, the profile of
volatile compounds, the content of total phenolic compounds (CFT) and the activity of
enzymes superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POD). Chitosan used alone and
chitosan associated with OEs reduced mycelium growth in culture medium and the
number of spores P. expansum. The growth of P. expansum in fuji apple fruits, in the
experiment in refrigerated storage was not altered by treatment with chitosan and chitosan
plus OE, while in the experiment applying the treatments after storage to both chitosan
and chitosan plus all tested OEs reduced the growth of the fungus in the two crops
analyzed (2018/19 crop and 2019/20 crop). In the post-storage experiment, the reduction
of the CFT of the bark in treatments with chitosan and chitosan plus OEs in both crops,
and the enzymatic activity of reduced pod of the bark, in treatments with chitosan +
citronella OEs and clove, show that the effect of OEs and chitosan in reducing the growth
of the in vivo fundine has a fungistaticeffect, since the results in the reduction of CFT
and enzymatic activity of POD were obtained only in the post-storage experiment, which
had a reduction of blue mold. The use of biofilm, both in the experiment in refrigerated
storage and post-storage, does not cause changes in quality attributes. The volatile

compounds in the experiment in refrigerated storage, compounds such as 2-



methylbutanoate ethyl, 2-methylbutyl acetate and hexyl acetate had a reduction in
treatments with clove and copaiba OEs contributing to the reduction of the flavor of "Fuji"
apples. In the post-storage experiment ethyl acetate, ethyl butanoate and ethyl
propionate were found only in the control treatment, and these aromas are characteristic
of apple, it shows that although the OEs compounds were not detected, there is a change
in the intensity and composition of the fruit aroma. Carnauba wax and carnauba wax plus
OEs reduce growth in culture medium and the number of spores P. expansum. Citronella,
clove and cinnamon OEs, all OEs associated with carnauba wax reduce spore
germination. There is an increase in mass loss in carnauba wax treatments and reduction
in fruit pulp firmness with the use of OEs, inambient conditions and in refrigerated
storage. The other fruit quality attributes are not consistently altered. Treatments reduce
the severity of blue mold, having a lower content of phenolic compounds. The treatment
with citronella OE had lower AACPD and had lower phenolic compound content. SOD
and POD enzymes exhibit varied behaviors between treatments. There is no presence of
volatile compounds characteristic of OEs or carnauba wax in treated fruits. In the
environmental experiment, 1-butanol and propyl propionate were detected only in the
control. Alcohol (2E) -2-Hexenal has a higher amount detected in the control treatment.
In the experiment in refrigerated storage, 2-methylbutyric acid and butyl butyrate terirate
are not found in the control treatment. In post-storage, the esters butanoate of 2-
methylloxyand butyl 2-methylbutyrate, are detected in greater quantity in the control

treatment.

Keywords: Malus domestica (Borkh.), Penicillium expansum, biofilms.
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1 INTRODUCAO

A macad (Malus domestica Borkh.) esta entre as frutiferas de clima temperado mais
produzida no sul do Brasil. Grande parte desta producdo é armazenada e comercializada ao
longo do ano. A safra 2018/2019 foi de 1,02 bilhdes de toneladas, segundo o anuério Hortifruti
Brasil 2020. Deste total, Santa Catarina é responsavel por aproximadamente 50% da produgéo
(DE MARTIN et al., 2019). As magas ‘Fuji’, comparativamente a outras cultivares, como por
exemplo ‘Gala’, sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de podriddes durante o
armazenamento (VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2006). As podriddes que ocorrem em
pos-colheita podem ser iniciadas no campo ou nos periodos de colheita e poés-colheita
(VALDEBENITO-SANHUEZA; BETTI, 2005).

O mofo azul pés-colheita causado por Penicillium expansum Link. é uma das principais
doencgas da macé, que se dissemina rapidamente e trazem perdas econdmicas (LI et al., 2017).
A deterioracdo pos-colheita resultante de patégenos fangicos € um problema que afeta a
qualidade e o valor de comercializagdo das frutas em todo o mundo (Figura 1), além da
crescente preocupacdo com a salde ambiental e humana, aumenta a necessidade de se buscar
meios alternativos para o controle de doencas (L1 et al., 2017).

O indice médio de podriddoes de macas ‘Fuji’, apos oito meses de armazenagem em
atmosfera controlada (AC), pode chegar a 7%, sendo que, dependendo do ano, os indices de
perdas, somente por podriddes, podem ser superiores a 20% (VALDEBENITO-SANHUEZA
et al., 2010). O mofo azul com 27,5% de incidéncia no cultivar Gala e 24,6% na cultivar Fuji.
(ARGENTA et al., 2017).
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Figura 1- Maga ‘Fuji’ infectada por P. expansum.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A espécie Penicillium expansum, pertence ao filo Ascomycota, a classe Eurotiomycetes,
e a ordem Eurotiales, mitospérico Trichocomaceae (GLOBAL CATALOGUE OF
MICROORGANISMS, 2019). E um fungo que acomete os frutos na fase de pds-colheita,
podendo em alguns casos produzir micotoxinas, como a patulina, que é produzido por todos o0s
isolados de P. expansum (FRISVAD; SAMSON, 2004; PITT; HOCKING, 2013). As
micotoxinas representam ameaca a salde publica, pois podem causar sintomas cronicos e
agudos em humanos e animais, incluindo vomitos, perdas na reproducdo, reducdo de
crescimento e imunossupressdao. Além disso, sdo responsaveis por perdas financeiras
significativas nas industrias de alimentos, que armazenam, produzem e processam frutas e seus
derivados (ERRAMPALLI, 2014).

O mofo-azul é responsavel por perdas na fase de armazenamento e comercializacao de
frutos de macieira. E um patogeno necrotrofico, agressivo, que infecciona pontos de ferimentos,
lesBes ou pequenas fissuras na epiderme ou na regido do pedunculo, condi¢des adequadas para
a germinacdo de seus esporos (AGRIOS et al.; 2005). Argenta et al. (2017) avaliaram as
podriddes em magd “Fuji” coletadas em mais de cem cdmaras de armazenamento comercial
(180 a 210 dias), sob AC, sendo a doenga de maior ocorréncia observada foi a podridao olho-
de-boi, com 42,1%, e o0 mofo azul, com 24,6%.
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O manejo das podriddes pos-colheita pode ser realizado por meio do uso de fungicidas
em pré ou pos-colheita (VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2010). Ogoshi et al. (2019)
relatam que a aplicacao de fungicida em maca pds-colheita, visando a armazenagem a medio e
longo prazo, € uma ferramenta para o manejo das doencas fungicas. Em paises produtores de
macd, é permitida a aplicacdo dos fungicidas pirimetanil e fludioxonil em pds-colheita.
Entretanto, no Brasil ainda ndo se tem fungicidas registrados para aplica¢do pos colheita. Diante
disso, o setor produtivo tem demandado esfor¢os dos 6rgdos governamentais reguladores para
a rapida analise de produtos que estdo em fase de registro no pais (OGOSHI et al., 2019).

Apesar da importancia de se obter o registro de fungicidas, é fundamental a busca de
novas alternativas visando o manejo dessas enfermidades, visto que ja tem relato de resisténcia
de alguns fungos po6s-colheita de maca aos fungicidas como os principios ativos pirimetanil e
ao fludioxonil (LI; XIAO, 2008). Além disso, ha uma preocupacdo constante da sociedade em
relagdo a seguranca do alimento e a contaminagdo do meio ambiente com os fungicidas
sintéticos, a qual est4 cada vez mais exigente em relacdo a uma produgdo agricola mais
sustentavel (OGOSHI et al., 2019).

Os oleos essenciais (OEs) tém demonstrado a capacidade de inibir o crescimento de uma
ampla variedade de micro-organismos ou mesmo elimina-los a0 mesmo tempo em que
apresentam baixa toxidez, inclusive sendo muitos deles reconhecidos como seguros pelo Food
and Drug Administration (FDA) (BAKKALI et al.,, 2008). Além disso, os OEs, por
apresentarem diferentes mecanismos de agdo, tornam dificil o aparecimento de resisténcia em
populacdes microbianas (YAP et al., 2014).

Os OEs, por serem volateis, atuam como sinais de comunicacdo quimica do reino
vegetal para defesa contra outros reinos. Essa caracteristica confere as plantas produtoras fontes
de agentes biocidas, sendo largamente estudadas na agricultura por apresentarem atividades
bactericidas, inseticidas ou fungicidas (WOLFFENBUTTEL, 2010). Os OEs sdo constituidos
por substancias de baixo peso moleculares, geralmente lipofilicas, caracteristicas que permitem
uma penetracdo eficiente na membrana celular. Estudos comprovaram que os OEs penetram
nos tecidos cerca de 100 vezes mais rapidamente que a agua (PAWAR, 2006).

A exploracdo da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes no OEs de
plantas pode se constituir, ao lado da inducao de resisténcia, em mais uma forma potencial de
controle alternativo de doencgas em plantas cultivadas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).
Trabalhos desenvolvidos com dleo essencial, tém indicado o potencial das mesmas no controle
de fitopatogenos, tanto por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a

germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas, indicando a presenca de
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composto(s) com caracteristica(s) de elicitor(es) (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000). O
fracionamento dos metabdlitos secundarios dessas plantas, bem como a determinagdo da
atividade bioldgica dessas moléculas, com respeito a atividade elicitora ou antimicrobiana
podera contribuir para a aquisicdo de maiores conhecimentos que reforcem sua possivel
utilizacdo como um método alternativo de controle de doenca de plantas (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2000).

Os oOleos essenciais de canela (Cinnamomum zeylacium Blume.), citronela
(Cymbopogon winterianus Jowitt) e cravo-da-india (Syzigium aromaticum (L.) Merr. e Perry),
foram os mesmos utilizados por Vieira (2016) que através da analise de composi¢do quimica
dos Gleos essenciais, observou-se que estes possuem uma diversa gama de componentes em
guantidades. Os 6leos essenciais de cravo-da-india e canela apresentaram 87% de compostos
fenolicos (fenilpropanoides) em sua composicao, sendo eugenol o principal composto presente
nestes 6leos (86,6 e 82,7%, respectivamente).

Composicdo quimica do OE de Citronela: Limoneno (3,20%), Linalol (0,52%),
Isopulegol (0,87%), Citronelal (36,18%), Isso-isopulegol (0,53%), Citronelol (12,82%),
Geraniol (18,85%), Geranial (0,44%), Acetato de citronelol (3,6%), Eugenol (0,68%), Acetato
de geranila (2,87%), P-elemeno (3%), Germacreno-D (2,13%), a-muuroleno (0,92%),
Germacreno-A  (0,6%), vy-cadineno (0,91%), &-cadineno (3,52%), Elemol (4,24%),
Germacreno-D-4-ol (0,7%), y-eudesmol (0,52%), Muurolol (0,93%), B-eudesmol (0,51%), e a-
eudesmol (1,45%). A citronela é também conhecida como capim-citronela, cidré-do-Paraguai,
citronela-de-Java e citronela-do-Ceildo. E amplamente encontrado nas regides de clima
tropical, seu O6leo essencial é utilizado como antisséptico, fungicida, bactericida,
antimicrobiano, acaricida e possui acéo repelente de insetos. (MONTEIRO et al., 2012).

O cravo-da-india quando extraido o 6leo essencial teve como composicdo quimica do
OE de Cravo-da-india: Eugenol (85,27%), Trans-B-cariofileno (11,47), a-cariofileno (1,31%),
5-cadineno (0,25%), Oxido de cariofileno (0,28%).

Composicdo quimica do OE de Canela ultilizado foi: a-Pineno (0,81%), Canfeno
(0,25%), B-Pineno (0,21%), a-Felandreno (0,96%), p- cimene (0,85%), Linalol (1,59%), E-
cinamaldeido (0,94%), Safrol (1,09%), Eugenol (82,68%), Trans-p-cariofileno (3,42%),
Acetato de trans-cinamila (1,17%), Allo-aromadendreno (0,53%), Acetado de eugenol (2,25%),
Benzoato de benzila (3,24%).

J& 0 OE de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.), a composi¢do quimica de fabrica
refere-se ao B-cariofileno (51%), como o composto majoritario do OE utilizado. A composi¢do

quimica dos Oleos-resinas das especies de copaiba observa-se a predominancia de



28

sesquiterpenos, como o a-humuleno, a e B-selineno, B-bisaboleno e B-cariofileno (FEIBERT,;
LANGENHEIM, 1988; PINTO et al, 2000).0 p-bisaboleno possui propriedades
antiinflamatoria e analgésica e o B-cariofileno € descrito na literatura como anti-edémico,
antiinflamatdrio, bactericida e insetifugo (VEIGA JR; PINTO, 2002).

Bakkali et al. (2008) também citam que 6leos essenciais de cravo-da-india e canela
podem ter na sua composicao principalmente compostos fendlicos. Estes autores observaram
que cinamaldeido é o composto fendlico majoritario no 6leo essencial de canela. Entretanto, o
oleo essencial de canela utilizado nestes experimentos apresentou mais de 80% de eugenol e
menos de 1% de cinamaldeido na sua composicdo. Alguns trabalhos tém destacado os fatores
que podem influenciar na composicdo de 6leos essenciais, sendo estes 0 método de extracao
(FISHER; PHILLIPS, 2008; FILIPPIS, 2001), fatores climaticos e fatores agronémicos, como,
fertilizacdo, irrigacao e fase de desenvolvimento da planta no momento da extracao (PAVIANI,
2004; MASOTTI et al., 2003), bem como o 6rgdo da planta utilizado para a extragdo (raizes,
frutos, folhas ou caule) (VARUGHESE et al., 2016).

Porém, dependendo a forma de aplicacdo dos OEs pode ocasionar aromas indesejaveis
aos frutos. A combinacdo de 6leos essenciais com ceras ou peliculas pode, contudo, consistir
em uma alternativa a ser utilizada para viabilizacdo das diversas aplicagdes dos OEs (ALI et
al., 2016; AZARAKHSH et al., 2014; MAQBOOL et al., 2011). Estudos que correlacionem
peliculas comestiveis e 6leos essenciais ainda séo escassos (ZILLO, 2017). Wang et al. (2011)
verificaram o sinergismo entre a atividade antimicrobiana de trés 6leos essenciais, de broto de
cravo, de canela e de anis-estrelado, associados com filmes elaborados a base de quitosana, e
observaram melhor atividade antimicrobiana do 6leo de canela, quando comparado com 0s
demais Oleos analisados contra bactérias e fungos, dentre eles: Escherichia coli Escherich.,
Staphylococcus aureus Rosenbach., Aspergillus oryzae Ahlburg. e Penicillium digitatum Pers.

O desenvolvimento de peliculas comestiveis e biodegradaveis tem ganhado espaco
dentre as técnicas disponiveis para a conservacdo pds-colheita de frutos (Figura 2),
principalmente como alternativa para reduzir impactos ambientais causados pelas embalagens
plasticas (ZILLO, 2017). Visando a busca de controles alternativos de fungos fitopatogénicos,
um dos produtos que vem sendo pesquisado é a quitosana, um polimero policatiénico 3-1,4
ligado & D-glucosamina, definido como um diacetilato de quitina, sendo um polissacarideo
natural extraido da casca ou exoesqueleto de crustaceos como camardo, caranguejo, lagosta e
de plantas como as algas marinhas (BOTELHO et al., 2010). A quitosana pode retardar o
crescimento micelial, diminuindo a germinacéo de conidios e causar alteracbes morfoldgicas

no tubo germinativo de algumas espécies de fitopatogenos (LIU et al., 2007). Em pH mais
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elevado, as cadeias do biopolimero se aproximam, pela reducdo na protonacdo, o que resulta
em maior viscosidade e em pH mais baixo, em razdo da maior protonacdo nas cadeias, ocorre
melhor dissolucéo da quitosana (SANTOS et al., 2003).

Figura 2 - Macas ‘Fuji’ com aplicagdo de quitosana 1%.

g

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Atualmente, as fontes de obtencdo da quitina e quitosana exploradas a nivel comercial
tém sido oriundas de residuos de crustaceos (FAI et al., 2008; GAVHANE et al., 2013).
Entretanto, existem algumas limitacdes a utilizacdo desses recursos, tais como: necessidade de
ser bem triturado para obtencdo de um fino po; uso de solucdes alcalinas fortes para realizar a
desacetilacdo da quitina, que podem poluir o meio ambiente; dificuldade de adaptacdo das
espécies de crustaceos a um determinado ambiente e possibilidade de os residuos de proteinas
causarem reacgdes alérgicas (FRANCO et al., 2000; AMORIM et al., 2001). A producédo de
quitina e quitosana, a partir da biomassa micelial de fungos da ordem Mucorales, pode ser uma
alternativa, uma vez que é um processo facil e economicamente viavel, podendo-se efetuar a
extragdo simultanea de quitina e quitosana (SILVA, 2015). Além disso, esses biopolimeros ndo
apresentam contaminagé@o por proteinas e o cultivo do fungo é independente dos fatores de
sazonalidade, pode ser realizado em larga escala, com facil controle do pH e da concentracéo
de nutrientes no meio fermentativo (FRANCO et al.,2000; AMORIM et al., 2006; STAMFORD
etal., 2007).

Com relagdo a inducdo de respostas de defesa em plantas, a quitosana atua como

eliciador ao desencadear mecanismos estruturais de resisténcia, como a formagéo de papilas, e
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mecanismos bioquimicos, como a producdo de fitoalexinas e proteinas relacionadas a
patogénese (CAVALCANTI et al.,, 2005). Em macé, a capacidade da quitosana induzir
resisténcia foi demonstrada por De Capdeville et al. (2002), quando inocularam P. expansum
nos frutos tratados previamente com o polissacarideo.

A cera de carnauba pode ser utilizada para formacéao de revestimentos convencionais e
nanoestruturados. Diferentes formulagfes, concentracfes e aditivos podem ser estudados,
otimizando a viscosidade da matriz e favorecendo suas propriedades mecanicas, térmicas e de
barreira, além de prover carater antimicrobiano e antifungico a esses revestimentos inertes, que
ndo apresentam atividade antimicrobiana (MIRANDA, 2015). Resultados de microscopia
eletrdnica mostram um efeito antifungico da cera, que resultou na redugdo de doencas tanto em
ameixas quanto em nectarinas (GONCALVES et al.; 2010). Nesse contexto, o uso de
tecnologias ja conhecidas na area de revestimentos deve se aliar com a nanotecnologia, a qual
se mostra uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de novos materiais para a
indUstria alimenticia aplicada a manutengdo da qualidade de frutas e hortalicas (MIRANDA,
2015). A cera de carnauba é reconhecida como substancia segura ao consumo humano
(BRASIL, 2007). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite a adi¢do de
cera de carnauba em embalagens destinadas a entrar em contato com alimentos ou matérias
primas para alimentos através da resolucao n® 123, de 19 de junho de 2001(BRASIL, 2001).

Devido aos problemas recorrentes com podridfes pos-colheita em magas ‘Fuji’ com o
fungo P. expansum e, aliado a isso, a crescente busca por produtos alternativos que buscam
reduzir as aplicacdes de fungicidas no controle de podriddes e também a forma com que esses
produtos serdo aplicados nos frutos, surgiu a proposta de fazer uso de emulsdo de quitosana e
cera de carnaiba em combinacdo com 6leos essenciais, visando a reducdo de podridao por P.
expansum na maca ‘Fuji’.

O objetivo foi avaliar o efeito antifungico da cera de carnalba e quitosana em associacao
ao uso de Oleos essenciais de citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt), cravo-da-india
(Syzigium aromaticum (L.) Merr. e Perry), copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) e canela
(Cinnamomum zeylacium Blume) sobre o crescimento do micélio in vitro de P. exapansum e 0
controle de mofo azul na pos-colheita de macas cultivar Fuji, bem como sobre a qualidade
fisico-quimica dos frutos, o perfil de compostos volateis, o contetdo de compostos fendlicos

totais (CFT) e a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD).
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2 UTII:IZA(;AO DE OLEOS ESSENCIAIS DE CITRONELA, CBAVO-DA-I'NDIA: E
COPAIBA COM BIOFILME DE QUITOSANA PARA REDUCAO DE PODRIDAO
POR MOFO AZUL EM MACAS ‘FUJI’.

2.1 MATERIAL E METODOS

Foram realizados trés experimentos, dois in vivo e um em meio de cultura. Os
experimentos in vivo foram realizados com magas ‘Fuji’, em pré-armazenamento, com frutos
da safra 2018/2019, produzidos em pomar comercial localizado no municipio de Vacaria, RS
(50°42' W; 28°33' S; 955 m de altitude). E em pds-armazenamento, foi realizado com frutos
das safras 2018/2019 e 2019/2020, oriundos de pomar comercial de Sao Joaquim, SC (49°56°
W;28°17’ S; 1350 m de altitude). Os trés experimentos formaram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado, combinando quitosana (1%) e 6leos essenciais (OE) de citronela; OE
de cravo-da-india; e OE de copaiba, sendo todos os OEs na dose de 500 pL L. Nos
experimentos in vivo os tratamentos foram aplicados até o completo recobrimento dos frutos
com o auxilio de borrifadores por meio de pulverizagdo. No experimento em meio de cultura
os tratamentos também foram aplicados com o auxilio de borrifadores por meio de pulverizagdo
utilizando dois jatos, depois de colocar o disco com o micélio, como padréo para o recobrimento
da placa de Petri com o biofilme.

O biofilme de quitosana (1%) foi obtido com a dilui¢do de 10 g de quitosana em &cido
acético 1% (10 ml de &cido acético em 1000 ml de agua). Depois de totalmente diluida, foram
adicionados a solucdo 1% de glicerina e 1% de Tween 20. Ap6s a solucdo finalizada, os
tratamentos que continham o6leos essenciais foram adicionados 0,5 ml do 6leo essencial e
posteriormente sonicados em sonicador (BANDELIN, Sonoplus HD 2200, Alemanha),
ponteira MS 72, em 4 séries de 2 minutos até a completa homogeneizacao da solucéo.

2.2.1 Experimento em meio de cultura

O experimento foi realizado em triplicata, sendo que em cada placa de Petri de vidro
(didmetro de 90 x 90 cm) foi isolado um disco de 0,7 cm de didmetro com o fungo P. expansum,
proveniente de colonias com sete dias de idade, o isolado de P. expanxum foi proveniente de
maga ‘Fuji’ e foi fornecido pelo Laboratorio de Fitopatologia da EPAGRI de Cagador, SC. As
placas de Petri foram acondicionadas em camara de crescimento no Laboratério de
Fitopatologia, do CAV/UDESC, a 23 °C e fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas 10 placas
de Petri para cada tratamento, sendo cada placa de Petri uma repeticdo. Em cada tratamento
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foram avaliados a porcentagem do crescimento do micelio (%) e o nimero de esporos, aos trés
e cinco dias apos o isolamento, e 0 nimero e a viabilidade de esporos (%), aos sete dias apds 0
isolamento.

Para determinar o numero de esporos foi colocado 5 ml de uma solucdo de Tween 20
(0,05%) sobre as colonias de P. expansum nas placas de Petri, utilizado um bast&o de vidro para
liberacdo dos esporos e, com auxilio da cdmara de Neubauer (hemacitdmetro) sob o
microscopio, foi contado o numero de esporos, em uma amostra provinda de cada placa de
Petri, utilizando-se cinco repeticBes por tratamento. Contaram-se 0s esporos da area
quadriculada central da camara de Neubauer. O nimero de esporos contados foi multiplicado
por 10.000 para obter-se o numero de esporos por ml de solugdo (FERNANDEZ, 1993).

A porcentagem de crescimento do micélio (%) foi avaliada fazendo analise de
percentual de recobrimento da coldnia de P. expansum.

A viabilidade de esporos (%) foi avaliada a partir da solugéo utilizada para a contagem
do nimero de esporos aos cinco dias apos o isolamento. Colocou-se 0,5 ml da solucéo de
esporos em placas de Petri com meio dgar-agua. As placas foram seladas e incubadas em camara
de crescimetno a 23 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 48 horas, com auxilio do microscopio,
foram contados 100 esporos, e desses 0s esporos que apresentavam tubo germinativo igual ou
superior ao seu tamanho foram considerados viaveis, foram utilizadas trés repeticGes para cada

tratamento.

2.2.2 Experimentos com magis ‘Fuji”

Para o0 experimento em atmosfera refrigerada, apds a colheita, os frutos foram
transportados ao laboratério de Fisiologia e Tecnologia Pds-colheita do CAV/UDESC, e
analisados quanto aos atributos indices de iodo-amido (1-5) e de cor vermelha (0-100), firmeza
de polpa, sélidos solaveis, acidez titulavel, cor da epiderme em termos de angulo hue (h°),
lightness (L) e croma (C). Entdo os frutos foram padronizados por tamanho e separados por
amostras.

Para 0 experimento pos-armazenamento, frutos armazenados em condi¢do de AC,
durante um periodo aproximado de sete meses, foram transportados ao laboratdrio de Fisiologia
e Tecnologia Pds-colheita do CAV/UDESC. Trés amostras de 10 frutos foram analisadas
quanto aos atributos firmeza de polpa, sélidos sollveis, acidez titulavel e cor da epiderme, em
termos de angulo hue (h°), lightness (L) e croma (C). Os frutos restantes foram selecionados,
homogeneizados e entdo realizada a constituicdo das amostras, sendo avaliados 0s mesmos

tratamentos do experimento em atmosfera refrigerada.



33

Cada tratamento foi constituido de quatro repeti¢des de 15 frutos. No experimento em
atmosfera refrigerada, os frutos foram inoculados com P. expansum e posteriormente aplicados
0s tratamentos e armazenados por um periodo de 30 dias em armazenamento refrigerado (0
0,5°C / UR de 90+£5). No experimento pds-armazenamento foram inoculados com P. expansum,
posteriormente aplicados os tratamentos e analisados em condi¢des ambiente por um periodo
de sete dias. Os frutos destinados a inoculagdo foram perfurados na regido equatorial em dois
lados opostos com auxilio de um texturdmetro eletronico TAXT-Plus® (Stable Micro Systems
Ltd, Surrey, Reino Unido) equipado com ponteira de 2 mm de diametro e programado para
perfurar 4 mm de profundidade e, entdo, foram inoculados com 10 pL de uma suspenséo de 10°
esporos por ml de P. expansum. A suspensdo de esporos foi preparada com agua destilada
esterilizada e 0,05% de Tween 20. Foi realizada a contagem do nimero de esporos com auxilio
de uma camara de Neubauer (hemacitdmetro).

Em ambos experimentos os frutos inoculados foram avaliados quanto a severidade de
podridao, teor de compostos fendlicos totais (casca e polpa), atividade enzimatica: peroxidase
(POD), superoxido dismutase (SOD) e perfil de compostos volateis. Ja os frutos ndo inoculados
foram armazenados por um periodo de cinco meses (0 + 0,5°C / UR de 90+2%) e seguidos por
sete dias em condi¢Ges ambiente (23+3°C e 63+5%) e, avaliados os seguintes atributos:
incidéncia de podriddo, firmeza de polpa, sélidos sollveis (SS), acidez titulavel (AT), cor da
epiderme em termos de angulo hue (h°), lightness/luminosidade (L) e croma (C) e taxas

respiratoria e de producdo de etileno.

2.2.2 Andlises de Qualidade e de Compostos Bioativos

Os valores de AT (% acido mélico) foram obtidos através de uma amostra de 10 ml de
suco, obtido pelo processamento dos frutos em uma centrifuga. Essa amostra foi diluida em 90
ml de &gua destilada e titulada com solucdo de NaOH 0,1N até pH 8,1, utilizando titulador
automético (SCHOTT Instruments , TitroLine® Easy, Alemanha).Os teores de SS (°Brix)
foram determinados em um refratdmetro (Atago®, modelo PR201a, Japdo), utilizando uma
aliquota do suco obtido pelo processamento dos frutos.

A cor da casca foi avaliada em termos de valores de Lightness/luminosidade (L), croma
(C) e @ngulo ‘hue’ (h°), com o auxilio de um colorimetro (Konica Minolta, modelo CR 400,
Japdo). As leituras foram realizadas em dois pontos opostos da regido equatorial dos frutos
(regido mais e menos vermelha). O indice de cor vermelha foi determinado através de uma

escala com indices de 1 a 4, em que o indice 1 indicou uma superficie pigmentada de vermelho
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equivalente de 0 a 25% da superficie total do fruto, o indice 2 de 26 a 50%, o indice 3 de 51 a
75% e o indice 4 de 76 a 100% da superficie total do fruto.

A firmeza de polpa (N) foi determinada na regido equatorial dos frutos, em duas
superficies opostas, apos a remocao de uma pequena porcao da epiderme, com auxilio de um
penetrémetro eletronico (GUSS Manufacturing Ltd, Africa do Sul) equipado com ponteira de
7,9 mm de didmetro.

O indice de iodo amido foi avaliado utilizando uma escala de 1 a 5. Onde, indice 1 indica
o0 teor maximo de amido, e o indice 5 representa o amido totalmente hidrolisado.

Para a obtencdo dos extratos, para a analise dos compostos fendlicos totais (CFT),
utilizou-se 5 g da amostra (casca e polpa), que foi homogeneizado com 10 ml de metanol 50%.
A solucdo permaneceu em repouso por 60 min a temperatura ambiente e em seguida foi
centrifugada (Hitachi, CR22N, Japdo) refrigerada (4 °C) por 20 min a 10.000 rpm. Filtrado o
sobrenadante em bal&o volumétrico de 25 ml. A partir do residuo da primeira extragdo foi
adicionada 10 ml de acetona 70%, homogeneizado e colocado em repouso por mais 60 min a
temperatura ambiente, e entdo centrifugado novamente por 20 minutos a 10.000 rpm.
Transferiu-se o sobrenadante para o baldo volumétrico (que contém o primeiro sobrenadante) e
foi completado o volume para 25 ml com agua destilada. Os extratos foram reservados para
analise de CFT e atividade antioxidante total.

A determinacdo do teor de CFT foi realizada empregando o reagente de Folin-
Ciocalteau, conforme descrita por Roesler et al. (2007). Inicialmente foi preparada a solucéo de
acido galico, utilizando 10 mg de acido galico em 100 ml de metanol P.A. Em seguida foi
preparada a solucdo de carbonato de sodio, para a qual foi usada 10 g do reagente e feita a
diluicdo em éagua destilada em baldo de 100 ml. A solucdo Folin-Ciocalteaufoi diluida na
proporcéo de 1:3 (Folin-Ciocalteau: Agua Destilada). Para a obtencao da curva padréo do acido
galico, foi pipetado em tubos de ensaio diferentes aliquotas de metanol e da solucéo de acido
galico na concentragdo de 0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 ppm. Para analise foram adicionados em
cada tubo, na ordem, 2,5 ml de Folin-Ciocalteau, 0,5 ml de amostra e 2,0 ml da solucéo de
carbonato de sodio 10%. Para o branco, foram utilizados os mesmos reagentes citados
anteriormente e 0,5 ml de metanol, substituindo a amostra. Os tubos foram agitados em vortex
(Gehaka, AV-2, Sao Paulo), e vedados com parafilme e em seguida incubados por uma hora ao
abrigo da luz. As amostras foram centrifugadas (Hitachi, CR22N, Japéo) e a leitura realizada
em leitora de microplacas no comprimento de onda de 765 nm. Os resultados foram expressos

em mg de equivalentes de acido galico por 100 g da amostra (mg EAG 100 g™2).
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A taxa de produgéo de etileno (nmol C2Ha kg™ s%) foi quantificada por cromatografia
gasosa. Frutos de cada repeticdo foram acondicionados em recipientes de 4,1 L, com
fechamento hermético. As taxas de producdo de etileno foram obtidas pela diferenca da
concentragdo de C2Ha, no interior do recipiente, imediatamente ap0s o seu fechamento e depois
de meia hora. Apoés este periodo, utilizando uma seringa plastica de 1,0 ml, foram coletadas
duas amostras da atmosfera do espaco livre destes recipientes, as quais foram injetadas em foi
um cromatdgrafo a gas, (PerkinElmer, Clarus 580 GC, USA).

A taxa respiratoria do fruto foi quantificada com o uso de equipamento automatico para
controle de gases (Shelle, Alemanha). Frutos de cada repeticdo foram acondicionados em
recipientes de 4,1 L, com fechamento hermético. A taxa respiratéria foi obtida pela diferenca
da concentracéo de COz, no interior do recipiente, apos o seu fechamento e depois de meia hora.

Todas as etapas necessarias ao processo de determinacédo da atividade enzimatica foram
executadas a 4°C. A extracdo das enzimas peroxidase (POD) e superdxido dismutase (SOD)
foram realizadas conforme método descrito por Hammerschmidt et al., (1982), com
modificacdes. Desta forma, em 0,5 g da amostra fresca (ja macerado em nitrogénio liquido) foi
adicionado 5 ml de tampéo de fosfato de potassio (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), 0,100 M
(pH 7,0) contendo 1 mM de polivinilpirrolidona insoltvel (PVPP) (Vetec, Duque de Caxias,
Brasil) e 1 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Synth, Diadema, Brasil) para
cada 100 ml de tamp&o, homogeneizado em ultra-turrax (Heidolph, SilentCruscher M,
Alemanha), por 1 minuto e adicionado 0,1% de triton (v/v) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil).

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o método descrito por
Giannopolitis e Reis (1977), com modificagdes. As reagdes foram realizadas em trés tubos. No
primeiro tubo, determinado como branco, uma aliquota de 50 puLL de extrato bruto da amostra
de polpa e 25 pL de extrato bruto de casca, foi adicionada a 2,95 ml do meio de reacéo,
composto pelo tampdo de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, NBT 75 uM,
EDTA 100 nM e riboflavina 2 Nm, e permaneceram em reacdo cobertos por papel aluminio
durante 10 minutos. O segundo tubo, chamado de controle, recebeu apenas a solucdo de
trabalho, permanecendo pelo mesmo tempo de reagdo, poréem recebendo luz. O terceiro tubo
recebeu a solucdo de trabalho e as amostras, permanecendo por 10 minutos em reacdo sob luz.
As leituras das amostras foram realizadas com auxilio de um leitor de microplacas
(PerkinElmer, EnSpire, USA) no comprimento de onda de 560 nm. Os resultados foram U™ml-
'mg de proteina.

O extrato foi mantido em repouso por 15 min a 8°C e ap6s centrifugado a 12.000 rpm

por 10 min a 4°C em centrifuga (Hitachi, CR22N, Japéo), 0,30 ml do sobrenadante foi usado
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para ensaio enzimatico. Imediatamente apds a adicdo de 2,7 ml de uma mistura reacional
contendo tampéo fosfato de potéssio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil): guaiacol: H202 (5 ml:
0,0125 ml: 0,0163ml) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), foi definida a atividade enzimatica como
0 aumento da absorbancia por minuto a 470 nm e o resultado foi expresso em DO/mg de
proteinas /minuto.

Os compostos volateis dos frutos foram isolados através da técnica de Solid phase
microextraction (SPME). As analises foram realizadas em um sistema GC-MS (PerkinElmer,
Alemanha), que consiste em um cromatografo gasoso (modelo Clarus 680 GC) acoplado a um
espectrometro de massas (modelo Clarus SQ 85). Em um vial com capacidade de 40 ml, selado
com tampa de rosca e septo de silicone revestido com PTFE (Agilent Technologies, Alemanha),
adicionou-se 1 g de amostra dos frutos (casca e polpa), 1 g de NaCl e 5 ml de 4gua deionizada.
A amostra foi entdo submetida a incubacdo de pré-extracdo (equilibrio), sob agitacao, durante
10 min & 30+1°C e em seguida a fibra SPME (CAR/PDMS) montada num holder foi exposta a
fase gasosa da amostra durante 25 minutos. Posteriormente a fibra foi exposta, por 10 min para
dessorcdo a 250 °C, no injetor do cromatdgrafo. A coluna utilizada foi a HP5 e o gas de arraste
utilizado foi hélio com fluxo de 1 ml min. A temperatura inicial foi de 30 °C, por 5 minutos,
com uma rampa de aquecimento de 2 °C min! até 120 °C, onde permaneceu nesta temperatura
por trés minutos, totalizando 34 minutos de corrida. A identificacdo dos compostos foi baseada
na biblioteca do cromatografo, que indicou a probabilidade de similaridade de cada composto
com os dados contidos no software.

Os dados de severidade de mofo azul obtidos foram utilizados para célculo da area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (VALE et al., 2004).

A AACPD foi determinada com a formula:

AACPD =X [(Si + Si+1)/2.(Ti+1-Ti)]

Onde, AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenca, severidade; Si =
severidade da doenca, diametro médio da lesdo iésima observacdo; Si+1 = severidade da
doenca, diametro médio da lesdo na avaliacdo i + 1; Ti = tempo em dias da iésima observacao;
Ti+1 =dias da avaliacdo i + 1. A Si foi calculada com a soma dos didmetros médios das lesdes,
dividida pelo total de ferimentos ou de frutos. Foram 3 avaliages.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. Dados
em porcentagem foram transformados para arco sen (x/100)s, antes de se proceder a analise
estatistica. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos tratamentos

comparam pelo teste de Tukey (p<0,05), com o auxilio do programa SAS (SAS Institute, 2002).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

2.3.1 Crescimento do micélio, nimero e germinacao de esporos

O crescimento do micélio, aos trés (Figura 3 e Tabela 1) e cinco dias (Figura 4 e Tabela
1), apresentaram comportamento similar, onde os tratamentos com quitosana + OEs tiveram
efeito na reducdo do crescimento do micélio em relacdo ao controle, porém aos trés dias o
tratamento com quitosana ndo diferiu do controle, e aos cinco dias também reduziu (tabela 1).
Transformando os dados em porcentagem de controle, aos trés dias o tratamento com quitosana
+ cravo-da-india teve 44,25% de controle, ja aos cinco dias apresentou 28,07 %. Ja os demais
tratamentos aos cinco dias a quitosana teve 14,88% de controle, quitosana + citronela 20,25%
e a quitosana + copaiba 20,86 %. O numero de esporos produzidos pelo patégeno em cada
tratamento também seguiram o mesmo comportamento, onde a porcentagem de controle aos
trés dias foi de 46,1 % para quitosana, 59,9% para quitosana + OE citronela, 79,4 % para
quitosana + OE cravo-da-india e 45,3 % para quitosana + OE de copaiba. E aos cinco dias
porcentagem de controle de 53,8 % para quitosana, 53,3 % para quitosana + OE citronela, 67,8
% para quitosana + OE cravo-da-india e 79,9 % de quitosana + OE copaiba. Por outro lado,
ndo houve diferenca para germinacdo de esporos (Tabela 1). Em outros trabalhos foi possivel
verificar, em testes in vitro, reducdo no nimero de colbnias de P. expansum com o aumento da
concentracdo de quitosana incorporada no meio de cultura BDA, indicando que pode ocorrer
uma inibicéo da germinacg&o e do crescimento do micélio (CONAVER, 2012). Alguns autores
observaram que podem ocorrer mudanc¢as morfoldgicas no tubo germinativo, como excessivas
ramificaces, inchamento e reducdo do comprimento (FELIPINI; DI PIERO, 2009; EL
GHAOUTH et al., 1992), além de alteracBes morfoldgicas a niveis celulares que vao desde
alteracOes estruturais da parede a desintegracdo total do citoplasma, como resultado do
tratamento com quitosana. Para Russiano et al. (2019), o 6leo essencial de citronela é eficaz,
por inibir 100% do crescimento micelial do fungo P. expansum in vitro. Os éleos essenciais
agem na parede celular dos fungos, podendo ocasionar o vazamento do contetdo celular
(RUSSIANO et al., 2019). Este efeito pode estar associado a oxidacao de lipidios da membrana
celular induzida por alguns dos constituintes do 6leo essencial (AMARAL; BARA, 2005).
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Figura 3 - Crescimento do micélio de P. expansum, em meio de cultura aos trés dias.
Tratamentos: T1- controle (somente dgua), T2- quitosana 1%, T3 quitosana 1% + Oleo
essencial de citronela 500 pL L™, T4- quitosana 1% + 6leo essencial de cravo-da-india 500

L L, T5- quitosana 1% + 6leo essencial de copaiba 500 pL L,

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

Figura 4 - Crescimento do micélio de P. expansum, em meio de cultura aos cinco dias.
Tratamentos: T1- controle (somente agua), T2- quitosana 1%, T3- quitosana 1% + oleo
essencial de citronela 500 pL L, T4- quitosana 1% + 6leo essencial de cravo-da-india 500
pL L, T5 qmtosana 1% + oleo essencial de copaiba 500 pL L~ 1

Fonte Elaborado pela autora72021
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Tabela 1 - Crescimento do micélio (%), nimero e germinacédo (%) de esporos de P. expansum
, a0s trés e cinco dias, mantidos em camara de crescimento por 5 dias (23 °C, fotoperiodo de
12 horas) em meio de cultura BDA com ou sem quitosana (concentracdo 1%) e com
diferentes 6leos essenciais (dose 500 uL L) aplicados por pulverizagio.

Crescimento do NGmero de esporos  Germinago de

miceélio (%) (*10°%) esporos no dia 5
Tratamentos Dia 3 Dia5 Dia3 Dia 5 apos 48h.

Controle 71,8 a 88,7a 772a 1931a 6,7 ns
Quitosana 648ab 755b 416b 89,2b 9
Quitosana + Citronela 523¢  70,5cb 309bc  90,3b 4,3
Quitosana + Cravo-da-india 40,0 d 63,8c 159c 62,1 b 53
Quitosana + Copaiba 618b 70,2cb 422b  56,1b 9,6

CV (%) 12,3 7,9 19,7 21,8 42,1

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns:
diferenca ndo significativa. Resultados sdo as médias das triplicatas. Fonte: Producédo do
préprio autor, 2021.

Para Conaver (2012), foi possivel detectar reducdo do comprimento do tubo germinativo
de P. expansum e de Botrytis cinerea De Bary. com 0 aumento da concentracdo de quitosana
no meio, até mesmo uma completa inibicdo da germinacdo de esporos dependendo da
concentracdo utilizada. Os dois fitopatdogenos responderam de forma diferente quanto a
concentracdo de quitosana necessaria para causar algum efeito antifingico sobre a fase de
germinacdo de esporos. A germinagéo de esporos de P. expansum foi completamente inibida
pela concentragdo de 50 pg ml?, enquanto para B. cinérea apresentou redugdo na germinacgio
de esporos somente na concentragdo de 500 pg ml* (CONAVER, 2012). Para Vieira et al.
(2018), os OEs de canela, citronela e cravo reduziram a viabilidade de esporos de P. expansum.
de 58 a 63%, ap6s 24 horas de inducdo a germinacdo. No entanto, ap6s 48 horas de inducgéo, a
viabilidade ndo diferiu daquela do controle. Os dleos essenciais reduziram o nimero de esporos
de fungos em ambas as concentracdes (100 e 500 pL L), em comparagdo com o tratamento de
controle, os 6leos de canela, cravo-da-india e citronela inibiram em cerca de 80% o crescimento
de P. expansum a 100 pL L (Vieira et al., 2018). Em trabalho realizado com OEs para 0
controle de Fusarium sp, o 6leo de copaiba foi eficiente na reducéo da esporulagdo (SILVA,
2019).

2.3.2 Experimento armazenamento refrigerado
Na colheita, os frutos apresentaram, em relacdo a cor, L 45,2, C 31,9 e h° 70,5, no lado

mais vermelho, e L 70,2, C 34,5 e h° 96,6, no lado menos vermelho, indice de cor vermelha foi


https://pt.wikipedia.org/wiki/Anton_de_Bary
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de 3,75, SS de 12,2 °Brix, AT de 0,32 % de acido malico, indice iodo-amido igual a 4,0 e
firmeza de polpa de 71,6 N.

N&o houve diferencas em relacdo a perda de massa, em frutos ndo inoculados, durante
0 armazenamento (Tabela 2). O fato de néo ter sido observado efeito do biofilme em parametros
como perda de massa pode estar relacionado ao fato de que biofilmes elaborados a partir de
polissacarideos ou proteinas possuem excelentes propriedades mecénicas e Opticas, porém séo
sensiveis a umidade e apresentam alto coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua
(FONTES, 2005). Dessa forma, a sensibilidade a umidade do biofilme pode reduzir sua funcao
de protecdo. Além disso, pode estar relacionado ao pH da solucdo. A quitosana é bastante
influenciada pelo pH do meio, pois este altera a protonagéo dos grupamentos amino e altera sua
capacidade de solvatacdo (MALDONADO et al., 2017). Em pH mais elevados, as cadeias de
quitosana se aproximam devido a reducdo da protonacdo, 0o que aumenta a viscosidade
(MALDONADO et al., 2017). Por outro lado, em pH mais baixos, em razdo do aumento da
protonacéo, ela se torna mais soltvel em meio aquoso (FELIPINI; DI PIERO, 2009).

A taxa de producdo de etileno, na saida da camara, foi menor nos tratamentos com
quitosana + OE de citronela e quitosana + OE de copaiba, e a taxa respiratdria do fruto também
foi menor no tratamento com quitosana + OE de citronela (Tabela 2). A reducdo da taxa
respiratdria e de producdo de etileno pode manter a qualidade do fruto por um periodo maior.
Em trabalho realizado por Vieira (2016), o uso de dleos essenciais apresentou resultados
semelhantes na taxa de producéo de etileno com a utilizacdo de 6leo essencial de citronela, em
macas imersas em distintas solucdes, reduzindo a taxa de producéo de etileno dos frutos (0,355
umol kgt h1). Jnalegar et.al. (2015) observaram, em citros, redugdo na taxa de produgéo de
etileno quando utilizado 600 pL L™ do 6leo essencial de cravo-da-india. Entretanto, Varughese
et al. (2016) relatam que a variacdo de compostos produzidos em 6leos essenciais de mesma
espécie pode influenciar de forma diferente sobre a producédo de etileno. Apds sete dias em
condicBes ambiente, simulando um periodo de comercializacdo, da mesma maneira que na saida
do armazenamento, o tratamento com quitosana + OE de citronela proporcionou menores taxas
respiratdria e de producdo de etileno (Tabela 2). Rabbany e Mizutani (1996) observaram que
magas tratadas com citronelal, a-pineno, B-pineno e p-cimeno tiveram reduzida taxa de
producéo de etileno, devido uma reducdo nos niveis de acido 1-carboxi-1-amino-ciclopropano
(ACC) nos frutos. Todavia, os autores também observaram que a redugao devido ao tratamento
com citronelal, principal componente do 6leo essencial de citronela (VIEIRA et al., 2018), foi

mais acentuado que nos demais compostos.
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Tabela 2 - Perda de massa (%), taxa de producao de etileno (nmol kg s1) e taxa respiratoria
(nmol kg s1) em macis ‘Fuji’ (ndo inoculadas), colhidas em Vacaria, RS, submetidas a
tratamentos pos-colheita com emulsbes de quitosana (concentracdo 1%) e com diferentes

6leos essenciais (dose 500 puL L) e armazenadas por quatro meses sob refrigeracao
(temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) , mais aos sete dias em condigdo ambiente
(Temperatura 23+5°C e 63+£2%).

Tratamentos Perda de Etileno Taxa respiratdria
massa (%) (nmol kg-1 s-1) (nmol kg-1 s-1)
Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7
Controle 2,22 ns 0,17ab  0,35ab 1415a 148,5 ab
Quitosana 2,22 0,22 a 0,45a 119,6 ab 162,3 a
Quitosana + Citronela 2,98 0,08 ¢ 0,16 ¢ 105,8 b 1159 ¢
Quitosana + Cravo-da-india 2,91 0,14bc  0,26bc 111,4ab 136,7 abc
Quitosana + Copaiba 2,72 0,10c 0,21bc 119,9ab  129,6 bc
CV (%) 11,8 20 24,5 12,28 10,1

Médias nao seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns:
diferenca ndo significativa. Fonte: Produgdo do prdprio autor, 2021.

Na saida do armazenamento, em relacdo a coloracdo do fruto, o tratamento com
quitosana apresentou reducdo do C, no lado mais vermelho (Tabela 3). Os valores de C em
mangas ‘Tommy Atkins’ foram menores com quitosana, indicando a marcante influéncia da
quitosana em retardar a evolugdo da coloracdo (AZEREDO et al., 2016). Em relacdo aos
atributos de cor, na regido mais vermelho, o C foi menor em todos os tratamentos com quitosana
(com ou sem OE). Na regido menos vermelha (cor de fundo) os tratamentos com quitosana e
quitosana + OE de citronela e quitosana + OE de cravo apresentaram menores valores para L,

e o C novamente foi menor utilizando quitosana + OE de citronela (Tabela 3).
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Tabela 3 - Atributos de cor da casca (L,C e h°), nas regibes mais e menos vermelha, em
magas ‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, submetidas a tratamentos pos-colheita com emulsfes
de quitosana (concentracdo 1%) e com ou sem 6leos essenciais (dose 500 pL LY) e
armazenadas sob refrigeracdo (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) durante quatro
meses, mais sete dias em condicdo ambiente (Temperatura 23+5°C e 63£2%).

Dia0
Mais vermelho Menos vermelho
Tratamentos L C h° L C ho
Controle 45,6 ns 32,8a 409ab 70,2ns 37,7ns  97,2ns
Quitosana 45,9 30,1b 43,0a 69,9 36,6 97,7
Quitosana + Citronela 43,8 31,7ab 36,6 b 68,9 35,9 92,6
Quitosana + Cravo-da-india 45,2 315ab 405ab 69,1 37 94,6
Quitosana + Copaiba 445 32,1a 389ab 69 36,6 93,8
CV (%) 2,81 2,81 2,91 1,72 2,28 3,09
Dia 7
Mais vermelho Menos vermelho
Tratamentos L C h° L C h°
Controle 45,9 ns 33,6a 43,1 ns 71,2 a 399a 97,0 ns
Quitosana 45,5 289b 43,9 68,3 b 39,3 ab 96,9
Quitosana + Citronela 43,8 30,0b 41,3 68,2 b 376D 96,5
Quitosana + Cravo-da-india 44,9 30,7b 44,1 679b  394ab 99,7
Quitosana + Copaiba 43,6 30,1b 41,8 68,6ab  38,3ab 97,6
CV (%) 3,59 2,78 8,66 1,86 2,31 2,68

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns:
diferencga ndo significativa. Fonte: Producédo do préprio autor, 2021.

Os teores de SS nédo apresentaram diferenca entre o tratamento controle e os tratamentos
com quitosana e quitosana combinada com os 6leos essenciais avaliados. A AT foi maior nos
frutos dos tratamentos com quitosana + OE de citronela e quitosana + OE de copaiba. A
manutencdo da AT é importante para garantir o equilibrio com os teores de agucares. A
manutencdo da AT dos frutos pode estar relacionada ao menor consumo dos &cidos no ciclo

dos acidos tricarboxilicos, pela reducéo na atividade respiratoria (ALVES et al., 2009).
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Tabela 4- Solidos sollveis (SS), acidez titulavel (AT) e firmeza de polpa em magas ‘Fuji’,
colhidas em Vacaria, RS, submetidas a tratamentos pds-colheita com emulsdes de quitosana
(concentracdo 1%) e com diferentes 6leos essenciais (dose 500 pL L) e armazenadas sob
refrigeracdo (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) durante quatro meses, na saida do
armazenamento, mais sete dias em condi¢cdes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+2%).

SS (°Brix) AT (%) F;gﬁzz?Nd)e
Tratamentos

Controle 13,3 ab 0,23 bc 66,5 b
Quitosana 125b 0,21c 67,0 ab
Quitosana + Citronela 12,9 ab 0,26 a 69,9 a
Quitosana + Cravo-da-india 13,5ab 0,24 ab 67,1 ab
Quitosana + Copaiba 13,7 a 0,26 a 68,8 ab
CV (%) 3,59 5,52 2,28

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns:
diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do proprio autor, 2021.

Em relagdo a firmeza de polpa, o tratamento com quitosana + OE de citronela obteve
maior firmeza de polpa (Tabela 4). Quanto mais baixa a concentracdo de etileno maior a
retencdo da firmeza da polpa (BRACKMANN et al., 2000). Para Vieira et al. (2018), ndo houve
alteracOes na firmeza da polpa de magcés 'Fuji' submetidas a tratamentos com 6leos essenciais
apos cinco meses de armazenamento refrigerado, seguido de sete dias em temperatura ambiente.

A aplicacdo de quitosana e a combinacdo de quitosana com os 6leos essenciais avaliados
ndo diferiram do controle para a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPDS).
Todavia, o tratamento com quitosana + OE de cravo-da-india teve menor AACPDS do que o
tratamento quitosana (Tabela 5). Em relacdo a porcentagem de controle o tratamento com
quitosana + OE de citronela foi de 10,8 %, quitosana + OE de cravo-da-india de 13,7 % e
quitosana + OE de copaiba de 4,1%. Mesmo néo diferindo do controle os tratamentos com OE
de citronela e cravo-da-india tiveram menores AACPD, onde a porcentagem de controle foi de
10,8 % com OE de citronela e 13,7 % com OE de cravo-da-india. A acdo antimicrobiana do
6leo de cravo-da-india foi atribuida ao eugenol e cariofileno, principais constituintes desta
espécie (COMBRINCK et al., 2011). A atividade antifungica de 6leos essenciais pode estar
relacionada com sua hidrofobicidade, as quais os permitem interagir com os lipidios da parede,
membrana celular e da mitocondria, alterando a permeabilidade e causando disturbios nessas
estruturas (FRANCO; BETTIOL, 2002). Os 6leos essenciais e a quitosana foram eficientes em
reduzirem a incidéncia da podriddo seca em cachos da cv. Italia (BENATO et al., 2018). No
entanto, em relacdo a severidade apenas os 6leos de citronela e menta, na concentracgéo de 1,5%,

mantiveram a capacidade de reduzir a doenga em 30 e 29,2%, respectivamente (BENATO et
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al., 2018). Badawy e Rabea (2009) mostraram que quitosana com peso molecular medio
promoveu um excelente controle do bolor cinza (B. cinerea) em tomates e aumentou o contetdo
de proteinas total e composto fenolicos totais. Por outro lado, a quitosana com baixo peso
molecular foi eficaz na reducéo da podriddo dos citricos causada por P. digitatum (CHIEN et
al., 2007).

Tabela 5- Area abaixo da curva de progresso da doenca severidade (AACPDS), contelido de
compostos fendlicos totais (CFT; 44G EAG.100 g1), em magas ‘Fuji’, colhidas em Vacaria,
RS, submetidas a tratamentos pds-colheita com emulsdes de quitosana (concentracao 1%) e
com diferentes 6leos essenciais (dose 500 pL L) e armazenadas sob refrigeragio
(temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) durante quatro meses, na saida do armazenamento,
mais sete dias em condi¢cdes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+2%).

CFT
(mg EAG 100 g MF)

Tratamentos AACPDS Polpa Casca
Controle 8,76 ab 30,9 ns 366,6 a
Quitosana 8,87 a 28,6 2659 b
Quitosana + Citronela 7,81 ab 29,8 356,8 a
Quitosana + Cravo-da-india 7,56 b 292 304,1b
Quitosana + Copaiba 8,40 ab 30,6 280,4 b
CV (%) 5,96 4,05 5,75

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns:
diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do proprio autor, 2021.

Em relacdo aos CFT na polpa, ndo houve diferenca entre os tratamentos avaliados,
porém na casca houve reducao no teor de CFT nos tratamentos com quitosana, quitosana + OE
de cravo-da-india e quitosana + OE de copaiba (Tabela 5). Os resultados foram o contrario dos
obtidos por XING et al. (2011) que além de sua atividade antifingica, a quitosana também teve
potencial para induzir contetdos fendlicos em frutas, resultados indicaram que os compostos
fenolicos sollveis totais em frutas tratadas com quitosana aumentaram significativamente com
0 aumento da concentragao de quitosana.

A atividade enzimatica da enzima POD na polpa foi maior no tratamento com quitosana
+ OE de citronela. Porém, a atividade da POD na casca e da SOD, na casca e polpa, ndo
diferiram entre tratamentos (Tabela 6). O aumento na atividade de peroxidases, associado aos
ferimentos, é indicativo da oxidacdo de compostos fenolicos e da biossintese de lignina, que
atua como barreira a infeccdo microbiana (FELIPINI; DI PIERO, 2009). A reagdo ocorre em
células vizinhas as infectadas ou feridas, as quais direcionam um sistema de defesa a area do
ferimento (CAMPOS et al., 2004). Felipini e Di Piero (2009) constataram reducédo das lesoes
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por Colletotrichum acutatum Simmonds., em magas ‘Fuji’ submetidas a imersdo pos-colheita
em solucBes com diferentes concentragdes de quitosana. Segundo os autores, a quitosana ndo
aumentou a atividade da enzima peroxidase em macas, mas reduziu a severidade da doenca nos
frutos, a germinacdo dos conidios e o crescimento micelial do fungo. A auséncia de efeito de
tratamentos sobre a atividade da SOD, na casca e polpa, e da POD, na casca, pode ser decorrente
do momento em que foi realizada a anélise sete dias apds os frutos serem inoculados. Resultado
similar foi obtido por Alamino et al. (2013), onde ndo foram detectadas diferencas significativas
entre os frutos de maca tratadas e ndo tratados com eliciadores quanto a atividade das enzimas
fenilalanina amoénia-liase, superdxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase,
provavelmente, pelo fato de a atuagdo das enzimas ja estar reduzida no momento da avaliacdo
(72 horas ap0s a inoculacdo do fungo e 84 horas ap6s a aplicacdo dos eliciadores e de ferimentos

nos frutos).

Tabela 6 - Atividade das enzimas peroxidase (POD; DO'mg de proteinas™ min) e superoxido
dismutase (SOD; U ml mg de proteina) em magcas ‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS,
submetidas a tratamentos pds-colheita com emulsdes de quitosana (concentra¢do 1%) e com
diferentes 6leos essenciais (dose 500 uL L) e armazenadas sob refrigeracéo (temperatura de
140,2°C e 92+2% de UR) durante 4 meses, na saida do armazenamento, mais 7 dias em
condicdes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+2%).

POD SOD
(DO*mg de proteinas min) (Ut mItmg de proteina)
Tratamentos Polpa Casca Polpa Casca
Controle 219D 337,1ns 54,6 ns 438,8 ns
Quitosana 159b 301,9 57 246,3
Quitosana + Citronela 31,7a 263 55,3 4221
Quitosana + Cravo-da-india 14,9 b 3439 62,1 375,1
Quitosana + Copaiba 14,5 b 304,9 52,7 353,1
CV (%) 15,5 12,5 15,26 12,7

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns:
diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do proprio autor,2021.

N&o foi identificado a presenca de compostos volateis dos 6leos essenciais nos frutos,
independentemente do tratamento (Tabela 7). Vieira (2016) observou que o tratamento pods-
colheita de magéds ‘Fuji’ com oOleos essenciais, tanto por imersdo quanto por volatilizacéo,
alterou o perfil de compostos volateis ap6s o armazenamento. Os resultados obtidos no presente
trabalho demonstram que a aplicagdo dos 6leos essenciais avaliados associado com quitosana
ndo causou substancial alteracdo do aroma de magas ‘Fuji’. Em trabalho realizado por

Janzanntti et al. (2000) a classe quimica predominante de compostos volateis da macé ‘Fuji’ foi



46

a dos ésteres, compreendendo, butanoato de metila, acetato de isobutila, 2-metil butanoato de
metila, butanoato de etila, propionato de propila, acetato de butila, 2-metil butanoato de etila,
acetato de 2-metil butila, butanoato de propila, valerato de etila, propionato de butila, acetato
de amila, hexanoato de metila, 2-metil butanoato de propila, butanoato de butila, hexanoato de
etila, acetato de hexila, acetato de ciclo hexila, 2-metil butanoato de butila, hexanoato de
propila, propionato de hexila, 2-metil butanoato de amila, hexanoato de butila, butanoato de
hexila, 2-metil butanoato de hexila, hexanoato de isoamila, hexanoato de hexila e octanoato de
isoamila. O terpeno a-farneseno e o aldeido hexanal também foram identificados entre os
compostos volateis (JANZANNTTI et al., 2000).

Os compostos 2-etil hexanol e o propionato de etila, &lcool e éster, respectivamente, ndo
foram detectados nos frutos controle, mas foram detectados nos demais tratamentos. O acido
acetico foi identificado somente nos tratamentos com quitosana + OE de cravo-da-india e
quitosana + OE de copaiba, sendo que nesses tratamentos nao foi identificado o propanoato de
butila. No tratamento com quitosana + OE de cravo-da-india ndo foram detectados os
compostos acetato de propila e hexanoato de propila (Tabela 7). O alcool 2-Hexenal, reduziu
com a utilizacdo dos OE. O 2-hexanal tem propriedades fungicidas, onde a atividade fungicida
do 2-hexenal pode ser atribuida as elevadas propriedades eletrofilicas do grupo carbonila
adjacente a ligacdo dupla que tornam este composto particularmente reativo com nucledfilos,
como a proteina sulfidrila e os grupos amino do patégeno (NERI et al., 2006). Porém, os 6leos
essenciais utilizados reduziam o 2-hexanal. O 1-Hexanol aumentou com os OE. Sabe-se que 0
1-hexanol favorece a producéo de acetato de hexila (HARB et al., 1994) e a concentracao desse
alcool diminui durante o periodo de vida de prateleira em magas ‘Fuji’ (ECHEVERRIA et al.,
2003). Os ésteres acetato de hexila, etanoato de butila, 2-Metilbutil acetato reduziram com o0s
OE de cravo-da-india e copaiba. Para Echeverria et al. (2004), o 2-metilbutanoato de etila,
acetato de 2-metilbutila e acetato de hexila foram os compostos que contribuem para o sabor
"Fuji", na colheita e apds o armazenamento. A utilizacdo dos OE pode ter alterado esses

compostos nos frutos, reduzindo os aromas da macé.
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Tabela 7 - Perfil de compostos volateis identificados (area relativa %) em magas ‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, safra 2018/2019 submetidas a
tratamentos pos-colheita com emulsGes de quitosana (concentragio 1%) e com diferentes 6leos essenciais (dose 500 puL L) e armazenadas sob
refrigeracdo (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) durante quatro meses, na saida do armazenamento, mais sete dias em condi¢cdes ambiente
(temperatura 23£5°C e 63+2%).

Area (%)
- Classe
Composto Quitosana 1%
Controle Quitosana Citronela Cravo-da-india Copaiba

acido 2-metilbutirico 0,46 £ 0,16 0,48 +£0,10 0,28 £ 0,06 0,34+£0,15 0,26 +0,30 acido
acido acético nd nd nd 0,33+£0,66 0,67 +£0,81 acido
1-butanol 3,79+1,12 6,26 + 3,01 3,60 + 0,38 3,56 +1,48 3,91+0,21 alcool
2-etilhexanol nd 1,65+ 0,20 2,30+ 0,79 2,91+0,16 3,38 £ 0,80 alcool
2-metil-1-butanol 6,31+2,72 5,60 + 0,80 5,95+ 1,03 7,43+7,78 5,87 +£0,92 alcool
2-hexenol 2,36 £ 4,05 0,78 £0,19 0,96 £ 0,40 0,69 £ 0,22 0,76 + 0,68 alcool
1-hexanol 5,03 +2,23 12,59 + 3,67 12,38 + 3,17 11,85 + 6,84 14,15 + 3,16 alcool
2-hexenal 14,76 + 3,37 13,90 + 6,67 6,87 + 4,56 6,71 + 3,80 7,57 + 3,63 aldeido
hexanal 29,16 + 14,78 20,28 £ 1,74 25,97 + 4,94 23,18+ 11,16 28,21 + 4,07 aldeido
acetato de etila 1,26 £ 0,38 1,32+0,18 4,08 + 2,95 2,74 £1,95 2,65+1,01 éster
acetato de butila 9,38+1,71 7,90 +0,31 8,89+1,41 3,54 +1,53 5,15+ 1,09 éster
acetato de propila 1,57+0,43 1,39 £ 0,06 1,72 +£0,28 nd 0,34 £ 0,69 éster
acetato de hexila 4,05+ 0,96 3,13+0,38 4,19+1,06 1,25 £ 0,60 2,19 +£0,55 éster
butil 2-metilbutirato 0,69 + 0,50 1,53 £ 0,35 0,74 +0,13 0,93 +0,46 1,25+0,30 éster
butirato de etila 0,98 + 0,40 1,49+0,14 1,24 +£0,14 532+5,18 4,27 + 4,60 éster
butirato de butila 0,55+0,15 0,64 £0,15 0,35+0,05 10,62 + 19,94 0,41+ 0,33 éster
butirato de propila 0,54 +0,16 0,55+0,10 0,36 £ 0,05 0,45+ 0,23 0,14 £0,27 éster
butirato de 2-metilhexila 143+1,04 5,39 + 2,87 1,52+0,74 2,63+0,85 3,79+1,11 éster
hexilbutirato 1,21+0,81 1,18 + 0,77 0,90 £ 0,30 1,58 + 0,37 1,68 +0,27 éster
hexanoato de etila 0,26 + 0,16 0,26 + 0,03 0,29 + 0,04 nd 0,12 +0,24 Ester
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Area (%)
Quitosana 1%

Composto Controle Quitosana Citronela Cravo-da-india Copaiba Classe
2-metilbutil acetato 12,80 £ 2,34 9,87 £ 0,63 13,41+ 2,92 3,96 + 3,01 7,49 £ 1,77 éster
2-metilbutirato de etila 0,96 + 0,34 1,02+0,11 1,32+£0,71 6,30 £ 3,21 2,48 + 2,87 éster
propionato de etila nd 0,28 £ 0,19 0,60 + 0,34 0,25+ 0,50 0,25+ 0,49 éster
propanoato de butila 0,59+0,12 0,81+0,24 0,22 £0,25 nd nd éster
alfa — farneceno 1,88+0,14 1,34+ 0,86 1,67 £ 0,56 1,81+0,74 3,01 +£1,65 Sesquiterpeno

Fonte: PubChem Compound Summary. https://pubchem.nchi.nim.nih.gov/compound/. Acesso: janeiro, 2021. nd: ndo identificado. Elaboragdo da autora, 2021
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2.3.3 Experimento aplicado p6s-armazenamento

Na safra 2018/19 os frutos, no momento da instalagdo do experimento, apresentaram 0s
atributos de cor L de 37,9, C de 34,2 e h° de 29,8, na regido do fruto mais vermelha, e L de 68,8, C
de 38,4 e h° de 86,9, na regido menos vermelha do fruto, SS de 14,0 °Brix; AT de 0,242% acido
malico e firmeza de polpa de 68,1 N. Na safra 2019/20, no momento da instalacdo do experimento,
os frutos apresentaram os atributos de cor L de 44,4, C 32,7 e h° 40,4, na regido mais vermelha do
fruto, L de 67,8, C de 35,7 e h° de 78,7, na regido menos vermelha do fruto, incide de cor vermelha
foi de 2,83, SS de 15,2 °Brix, AT de 0,23 % de acido malico e firmeza de polpa de 74,2 N.

Ap0s sete dias de exposicdo dos frutos em condi¢des ambiente, ndo houve diferencga entre
tratamento para a taxa de producdo de etileno e taxa respiratéria do fruto, em ambas as safras (dados
ndo apresentados).

Em relacdo a cor, na safra 2018/19, na regido mais vermelha do fruto, o valor de L foi maior
utilizando quitosana + OE de cravo-da-india (Tabela 8). Segundo Assis et al. (2009), independente
da espessura e da composicao do filme protetor, a aplicacdo de filmes causa mudancas na coloragao
da superficie. Esta observacao se deve provavelmente ao aumento de reflexdo da luz incidente o que
pode ser comparado ao brilho das frutas, proporcionado pelas solucdes de quitosana (CASTANEDA
et al., 2014). Jorge et al. (2011), trabalhando com magés cv. Royal Gala, observaram aumento no
valor do atributo de cor L com a aplicacdo de quitosana, sendo o mesmo resultado obtido por
Castafieda (2013). Porém, ndo foi verificado essa mudanca nas duas safras ja que na safra 2019/20
ndo houve diferenca entre tratamentos para os atributos de cor (Tabela 8).

Na regido menos vermelha do fruto, o valor de L foi maior nos tratamentos quitosana + OE
de citronela e cravo-da-india, o valor de C foi maior no tratamento com quitosana + OE de cravo-da-
india e o valor de h° foi mais elevado em frutos de todos os tratamentos com utilizacdo de OE. Na
safra 2019/2020 ndo houve diferenca entre tratamentos para os atributos de cor (Tabela 8). Avaliacédo
da variavel h° na regido menos vermelha representa o amarelecimento da epiderme do fruto, a
transicdo do verde para o amarelo. De maneira geral os tratamentos com quitosana + OE de cravo da
india teve maior valor de h°, ou seja, os frutos destes tratamentos estavam com a cor de fundo menos

amarelada em comparacao aos frutos do tratamento controle.
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Tabela 8 - Atributos de cor (L, C e h®), nas regides mais ¢ menos vermelhas, em macas ‘Fuji’
colhidas em S&o Joaquim, SC, safras 2018/19 e 2019/20, armazenadas sob atmosfera controlada
(temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente sete meses e submetidas a
tratamentos pos-colheita com emulsfes de quitosana (concentracdo 1%) e com diferentes 6leos
essenciais (dose 500 pL L), permanecendo sete dias em condicdes ambiente (temperatura 23+5°C e

63+2%).
Safra 2018/19
Tratamentos Mais vermelho Menos vermelho
L C ho L C ho
Controle 386b 337ns 304ab 584c 364b 653cC
Quitosana 388b 341 293b 6l1bc 363b 705hc
Quitosana + Citronela 400b 343 294b 639ab 365b 77.9ab
Quitosana + Cravo-da-india 431a 345 349a 669a 40la 844a
Quitosana + Copaiba 393b 336 291b 61,7bc 365b 753ab
CV (%) 342 289 729 247 241 5,78
Safra 2019/20
Tratamentos Mais vermelho Menos vermelho
L C ho L C ho
Controle 441ns 329ns 408ns 61,8ns 351ns 77,9ns
Quitosana 437 31,6 393 649 361 85,3
Quitosana + Citronela 432 321 383 629 375 81,2
Quitosana + Cravo-da-india 42,8 33,1 37,2 63,2 37 78,8
Quitosana + Copaiba 435 325 404 638 37 82,9
CV (%) 360 256 805 2,38 3,7 5,12

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns: diferenca
ndo significativa. Fonte: Producdo do préprio autor, 2021.

O tratamento quitosana + OE de citronela, na safra 2018/19, e o tratamento quitosana, na safra
2019/20, apresentaram menor valor de SS. A AT ndo apresentou diferenca entre tratamento, em
ambas as safras. A firmeza de polpa, na primeira safra, ndo apresentou diferenca entre tratamentos,
mas, na segunda safra, o tratamento quitosana apresentou menor firmeza de polpa (Tabela 9). Os
resultados apresentados demonstraram poucas diferencas em relacdo a qualidade dos frutos. Talvez a
concentracdo de quitosana tenha sido baixa para que o biofilme conseguisse atuar, melhorando 0s
atributos de qualidade do fruto. Sun-Hua et al. (2007) demonstraram que 0 uso de cobertura com
1,5% de quitosana, com 0,10% de conservante e pH 5,45, foi a combinac&o ideal para a conservacao
de mangas, na temperatura de 26-30 °C, mantendo a firmeza de polpa por mais de 18 dias, inibindo
a microbiota e proporcionando menor perda de massa fresca. O pH das solugdes utilizadas no presente
trabalho ficaram entre 3-4, 0 que pode estar relacionado com a baixa relacdo com os atributos de
qualidade. Para Vieira et al. (2018), independentemente das concentragdes empregadas (100 e 500

uL L), os dleos essenciais de capim citronela, cravo-da-india, alecrim e canela ndo apresentaram
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efeito substancial na qualidade p6s-armazenamento de magas 'Fuji' (firmeza de polpa, SS, AT e cor
de fundo da epiderme). Esses resultados corroboram com os resultados obtidos, onde os OE utilizados

ndo afetaram a qualidade das magas ‘Fuji’.

Tabela 9 - Teor de sélidos sollveis (SS; °Brix) acidez titulavel (AT; % acido malico) e firmeza de
polpa (N) em magas ‘Fuji’ colhidas em S&o Joaquim, SC, safras 2018/19 ¢ 2019/20, armazenadas
sob atmosfera refrigerada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente sete
meses e submetidas a tratamentos pos-colheita com emulsdes de quitosana (concentracdo 1%) e
com diferentes 6leos essenciais (dose 500 pL L), permanecendo sete dias em condigdes ambiente
(temperatura 23£5°C e 63+2%).

Safra 2019
Tratamentos SS AT Firmeza de polpa
(°Brix) (%) (N)
Controle 13,8a 0,23 ns 61,9 ns
Quitosana 135a 0,16 63,5
Quitosana + Citronela 1210 0,13 61,5
Quitosana + Cravo-da-india 138a 0,17 63,8
Quitosana + Copaiba 13,1a 0,15 65,3
CV (%) 3,55 30,7 3,64
Safra 2020
Tratamentos SS AT Firmeza
(°Brix) (%) (N)
Controle 149c 0,24 ns 75,8 a
Quitosana 155D 0,24 722b
Quitosana + Citronela 16,5a 0,24 75 ab
Quitosana + Cravo-da-india 16,7 a 0,24 76,2 a
Quitosana + Copaiba 16,4 a 0,24 74,9 ab
CV (%) 1,59 4,07 2,19

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns: diferenca
ndo significativa. Fonte: Produgdo do prdprio autor, 2021.

Em ambas as safras, a AACPD em todos os tratamentos apresentou menores valores quando
utilizado o biofilme de quitosana (Tabela 10). Na safra 2019 a quitosana deve porcentagem de
controle de 7,76%, e a quitosana com os OE para citronela 8,57%, cravo-da-india 8,57% e copaiba
7,62%. E para safra 2020 a quitosana teve controle de 6,21%, a quitosana + os OEs para citronela
14,29%, cravo-da-india 8,70% e copaiba 9,32%. A imersdo das mac¢as em suspensfes de quitosana
na concentracdo de 0,25 ou 0,5% reduziu a severidade e a incidéncia do mofo azul em frutos tratados
antes da inoculacdo (CANAVER; DI PIERO, 2011). A quitosana pode ajudar na reducdo da
incidéncia de doencas pos-colheita, pois exerce dupla funcdo, interferindo diretamente no

crescimento do micélio e ativando varias respostas de defesa no tecido vegetal (AGRAWAL et al.,
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2002; GUERRA-SANCHEZ et al., 2009). A atividade antiflingica de Oleos essenciais esta
relacionada com sua hidrofobicidade, a qual os permite interagir com os lipidios da parede,
membranas plasmaticas e mitocondrial, alterando a permeabilidade e causando distarbios nessas
estruturas (COSTA et al., 2011). Scherer (2009) destaca a forte acdo antimicrobiana do 6leo essencial
de citronela, sendo esse majoritariamente composto pelo citronelal e o geraniol. A agéo
antimicrobiana do dleo de cravo é atribuida ao eugenol e cariofileno, principais constituintes desta
especie (AMARAL; BARA, 2005). Segundo Zimmermam-Franco et al. (2013), estudando atividade
antifangica do 6leo essencial de copaiba, verificou-se que as principais substancias encontradas foram
os B-cariofileno e os compostos acidos caurendico e y-muroleno, notificados por possuirem

propriedades antibacterianas e antifingicas.

Tabela 10 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPDS; cm), Teor de compostos
fendlicos totais (CFT; mg EAG.100 g?) e atividade das enzimas peroxidase (POD; DO*mg de
proteinas? min) em magas ‘Fuji’ colhidas em Sdo Joaquim, SC, em macas ‘Fuji’, colhidas em
Vacaria, RS, safras 2018/19 e 2019/20, armazenadas sob atmosfera refrigerada (temperatura de
1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente sete meses e submetidas a tratamentos pds-
colheita com emulsdes de quitosana (concentracdo 1%) e com diferentes 6leos essenciais (dose 500
uL L1), permanecendo sete dias em condicdes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+2%).

Safra 2019
POD
CFT (DO! mg de proteinas™
(mg EAG.100 g}) min)
Tratamentos AACPDS Polpa Casca Polpa Casca
Controle 10,5 a 32,7 ab 620,8 a 39,5ns 3409 a
Quitosana 9,7b 33,6a 387,0b 38,9 296,9 ab
Quitosana + Citronela 9,6 b 3268ab  377,1b 37,4 272.4b
Quitosana + Cravo-da-india 9,6 b 265b  463,3b 33,9 205,8 ¢
Quitosana + Copaiba 9,7b 319ab  452,7b 35,1 312,6 ab
CV (%) 1,93 8,53 13,8 23,3 7,27
Safra 2020
POD
CFT (DO! mg de proteinas™
(mg EAG.100 g 1) min)
Tratamentos AACPDS Polpa Casca Polpa Casca
Controle 16,1 a 60,8 ab 1224,3 a 26,3 a 2284 b
Quitosana 151b 52,1c 878,7b 175D 3434 a
Quitosana + Citronela 138¢ 59,7bc  1007,3b 13,7b 99,3 ¢
Quitosana + Cravo-da-india 14,7 e 679a  9785b 14,3 b 121,1¢
Quitosana + Copaiba 14,6 be 654ab  950,7b 15,0 b 162,1 bc
CV (%) 2,58 5,15 6,62 19,1 21,8

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns: diferenca
ndo significativa. Fonte: Produgéo do prdprio autor,2021.
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O teor de CFT na polpa, somente na safra 2019/20, foi menor no tratamento com quitosana.
J& na casca, em ambas as safras, os tratamentos quitosana e quitosna + OE, independente do OE,
apresentaram menor teor de CFT, em relacdo ao controle (Tabela 10). Diferente dos resultados
encontrados em outros trabalhos, onde os tratamentos com quitosana aumentaram a atividade
enzimética e o teor de compostos fendlicos, como o trabalho feito por Liu et al. (2007) onde o
tratamento de tomates com quitosana em cobertura, armazenados a 25 °C e 2 °C, induziu aumento
significativo na atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase, e no contetido de compostos
fenolicos, além de promover acdo fungistatica e elicitora contra patégenos. Bautista-Barios et al.
(2006) diz que além da atividade antimicrobiana direta, estudos sugerem que ela induz fortemente
uma série de reacOes de defesa correlacionada com atividades enziméticas, sendo indicada para
aumentar a producéo de glucano-hidrolases, compostos fenolicos e sintese de fitoalexinas especificas.

A atividade da POD, na polpa, na safra 2018/19, ndo diferiu entre tratamentos. Na safra
2019/20, todos tratamentos tiveram menor atividade na polpa quando utilizado quitosana. Na casca,
na safra 2019 houve reducéo da atividade enzimatica da POD nos tratamentos com quitosana +OE de
citronela e cravo-da-india, e na safra 2020 houve reducéo da atividade da POD nos tratamentos com
quitosana + OE de citronela e cravo-da-india (Tabela 10). Felipini e Di Piero (2009) constataram
reducdo das lesdes por C. acutatum, em macga ‘Fuji’, submetidos a imersdo em solugdes com
diferentes concentracfes de quitosana, em pos-colheita. Segundo os autores, a quitosana ndo
aumentou a atividade da enzima peroxidase em magcés, mas reduziu a severidade da doenca nos frutos,
a germinacdo dos conidios e o crescimento micelial do fungo, o que concorda com os resultados
obtidos, com excecdo da safra 2019/2020 que na casca o tratamento sé com quitosana teve maior
atividade enzimética da POD em relacdo aos demais tratamentos. Assim, infere-se que as células de
macas infectadas com C. acutatum ndo responderam por meio dos seus mecanismos de defesa, a
inoculacdo do patdgeno (FELIPINI; DI PIERO, 2009). O que pode ter interferido na reducdo de CFT
e atividade enzimatica foi o pH das solucdes de quitosana dos tratamentos que ficaram entre (3,5 —
3,9). Segundo Hojo et al. (2011) a acidificacdo do meio de quitosana parece ter efeito significativo
na preservacdo da antocianina e na inibicdo das enzimas oxidativas. Embora o mecanismo de
resisténcia seja complexo e envolve varias vias, ndo houve inducdo das rotas dos CFT e da enzima
POD, que estdo envolvidos no mecanismo de resisténcia, pela quitosana e quitosana + OE. Pelos
resultados obtidos, o efeito observado pelos tratamentos sobre a reducdo da AACPD possa ser
principalmente decorrente da acao direta destes tratamentos sobre o patdgeno, conforme observado
no ensaio in vitro. Todavia, segundo Brito e Assis (2012) a quitosana, para um revestimento eficaz,
em relacdo ao pH, tem uma dependéncia da solubilidade, uma vez que este polimero € soltvel apenas

em solugdes aquosas moderadamente acidas. No entanto, em pH baixo, a biocompatibilidade entre o
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revestimento e a superficie do alimento € significativamente reduzida e degradante (BRITTO; ASSIS,
2012).

Diversos trabalhos demonstram o efeito de compostos volateis sobre o controle de
microrganismos em diferentes culturas, entretanto, pouco se sabe sobre a modificacdo do perfil
decompostos volateis ap6s o tratamento com 6leos essenciais (VIEIRA, 2016). Em relacdo ao perfil
de aroma neste experimento (Tabela 11) o acetato de etila, butanoato de etila e propionato de etila
foram verificados somente no controle, os tratamentos com quitosana ou quitosana + OEs pode ter
alterado a intensidade dos aromas. O acido 2-metilbutirico foi identificado somente no controle e no
tratamento com quitosana + OE de cravo-da-india, o 2-etil hexanol s6 ndo foi encontrado no
tratamento com quitosana + OE de citronela, o 2-hexenol somente no tratamento com quitosana,
burirato de etila ndo foi encontrado nos tratamentos com quitosana + OE de citronela e cravo-da-
india, hexilhexoato presente somente nos tratamento quitosana e quitosana + OE de citronela, 2-
metilbutil 2-metilbutirato sé ndo foi identificado no tratamento quitosana + OE cravo-da-india, e 2-
metilbutil hexanoato néo foi identificado no quitosana + OE de copaiba. Mesmo tento alternancia na
intensidade dos picos entre tratamentos os compostos identificados ndo sao de quitosana e OE o que
leva a crer que a forma de aplicacdo foi eficiente em néo ter efeito residual de aromas de OE nos
frutos. Entre os aromas presentes na maca, se destacam o0s ésteres: 0 acetato de etila, o acetato de
isoamil, 0 hexanoato de etila e o acetaldeido (FRAILE et al., 2000). No experimento avaliado o
acetato de etila foi detectado somente no tratamento controle, o0 que mostra que mesmo néo
detectando aroma dos OEs a utilizacdo de quitosana e quitosana + OEs altera o perfil aromatico do
fruto. O que é natural, pois a sintese dos compostos volateis pode ser alterada por diferentes fatores
na pré-colheita e na colheita (SALAZAR; OROZCO, 2011).
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Tabela 11- Perfil de compostos volateis identificados (area relativa %) em magas ‘Fuji’ colhidas em S&o Joaquim, SC, safra 2018/19 ¢
armazenadas sob atmosfera controlada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente sete meses e submetidas a tratamentos
pos-colheita com emulsdes de quitosana (concentragdo 1%) e com diferentes 6leos essenciais (dose 500 pL L), permanecendo sete dias em

condicdes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+2%).

Area (%)
- Classe
Composto Quitosana 1%
Controle Quitosana Citronela Cravo-da-india Copaiba

acido 2-metilbutirico 0,62+0,19 nd nd 0,50 £ 0,27 nd acido
1-butanol 0,75+1,49 3,73+2,34 3,97 £2,00 5,26 £ 2,64 3,99 £ 0,52 alcool
2-etilhexanol 12,44 +£ 2,15 2,49 £ 1,69 nd 5,95+ 0,97 4,69 + 0,57 alcool
2-metil-1-butanol 8,51 +2,42 12,15+ 4,26 13,97 + 4,37 14,03 +£ 3,29 16,07 £ 2,11 alcool
2-hexenol nd 0,19+0,38 nd nd nd alcool
1-hexano 10,63 +£1,19 11,40+ 2,35 9,66 £0,72 16,57 £ 5,61 12,18 +2,08 alcool
hexanal 29,17 + 6,54 30,50 + 6,82 30,26 + 4,13 26,19 + 1,07 26,41 +5,19 aldeido
(2e) -2-hexenal 4,31+£2,97 4,24 £ 2,89 4,49 +£0,72 4,15+ 0,45 4,82 £ 9,37 aldeido
acetona 12,49 £ 5,51 11,23 +5,64 14,22 + 5,73 9,73+5,04 1,67+1,93 cetona
acetato de etila 3,09+511 nd nd nd nd éster
butil 2-metilbutirato 0,56 £0,11 1,31 +0,63 0,84 + 0,47 1,20+£0,81 1,76 £ 0,28 éster
butirato de butila 0,17 £0,20 nd nd nd nd éster
butirato de etila 2,81+3,71 1,57 +1,86 nd nd 1,68 +2,23 éster
butirato de propila 1,29+0,17 0,27 £0,25 0,23 +0,28 3,96 £ 7,93 1,02 +0,24 éster
butirato de 2-metilhexila 3,21+1,56 5,68 + 3,24 259+1,11 4,81+ 3,77 5,69 + 1,50 éster
hexilhexoato nd 0,64 +0,41 0,24 + 0,24 nd nd éster
hexanoato de etila 0,27 +£0,41 1,21 +0,84 0,37 +£0,40 1,22 +0,76 1,08 + 0,29 éster
2-metilbutil acetato 0,38 £ 0,26 1,03+ 0,30 0,77 £0,28 0,59 £ 0,27 1,27 £0,20 éster
2-metilbutil 2-metilbutirato 0,62 £0,72 1,42 +1,19 1,58 + 0,60 nd 4,78 £ 0,17 éster
2-metilbutirato de etila 2,33+2,12 3,35+£2,94 1,89 +0,78 1,08 + 0,86 3,26 +1,42 éster
2-metilbutilhexanoato 0,17 £0,20 0,21 £0,25 0,19+£0,19 0,09+0,11 nd éster
propionato de etila 0,25+0,61 nd nd nd nd éster
o—farneseno 521+1,74 6,67 + 2,99 8,50 + 4,63 488 +451 9,66 + 3,02 Sesquiterpeno

Fonte: PubChem Compound Summary. https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/. Acesso: janeiro, 2021. Producdo do proprio autor, 2021.
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2.4 CONCLUSAO

A quitosana utilizada isoladamente e a quitosana associada com os OEs reduziram
o0 crescimento do micelio em meio de cultura e 0 nimero de esporos de P. expansum.

O crescimento de P. expansum em frutos de macas Fuji, no experimento em
armazenamento refrigerado ndo foi alterado pelo tratamento com quitosana e quitosana
mais OE, j& no experimento aplicando os tratamentos ap6s o armazenamento tanto a
quitosana como a quitosana mais todos os OEs testados reduziram o crescimento do fungo
nas duas safras analisadas (safra 2018/19 e safra 2019/20).

No experimento pds-armazenamento a redugdo dos CFT da casca nos tratamentos
com quitosana e quitosana mais OEs em ambas as safras, e a atividade enzimatica da POD
reduzida da casca, nos tratamentos com quitosana + OEs de citronela e cravo-da-india,
mostram que o efeito dos OEs e quitosana na reducdo do crescimento do fundo in vivo
tem um efeito fungistatico, ja que os resultados na reducédo de CFT e atividade enzimatica
da POD foram obtidos somente no experimento pds-armazenamento, o qual teve reducao
do mofo azul.

A utilizacdo de biofilme, tanto no experimento em armazenamento refrigerado
como pdés-armazenamento, ndo causa alteracdes nos atributos de qualidade.

Os compostos volateis no experimento em armazenamento refrigerado,
compostos como 2-metilbutanoato de etila, acetato de 2-metilbutila e acetato de hexila
tiveram reducdo nos tratamentos com OEs de cravo-da-india e copaiba contribuindo para
reducdo do sabor de macas “Fuji”. No experimento pos-armazenamento o acetato de etila,
butanoato de etila e propionato de etila foram encontrados somente no tratamento
controle, sendo estes aromas caracteristicos de macd, mostra que apesar de ndo ter sido
detectado os compostos de OEs, ha alteracdo da intensidade e composi¢do do aroma dos

frutos.
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3 REDUCAO DE PODRIDAO POR MOFO AZUL EM MACAS ‘FUJI’ COM A
UTILIZACAO DE OLEOS ESSENCIAIS DE CITRONELA, CRAVO-DA-INDIA,
CANELA E COPAIBA COM BIOFILME DE CERA DE CARNAUBA.

3.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados quatro experimentos, trés in vivo e um em meio de cultura. Os
experimentos in vivo foram realizados com macas cultivar Fuji, em condi¢fes ambiente,
e em pré-armazenamento, com frutos da safra 2018/2019, produzidos em pomar
comercial localizado no municipio de Vacaria, RS (50°42" W; 28°33" S; 955 m de
altitude). O terceiro experimento, em pos-armazenamento, foi realizado com frutos das
safras 2018/2019 ¢ 2019/2020, oriundos de pomar comercial de Sdo Joaquim, SC (49°56’
W; 28°17° S; 1350 m de altitude). Os quatro experimentos formaram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, combinando cera de carnauba (25%) e OE de
citronela (Cymbopogon winterianus); OE de cravo-da-india (Syzigium aromaticum); OE
de copaiba (Copaifera langsdorffii) e canela (Cinnamomum zeylacium) sendo todos o0s
OEs na dose de 500 pL L.

Nos experimentos in vivo os tratamentos foram aplicados até o completo
recobrimento dos frutos com o auxilio de borrifadores por meio de pulverizagdo. No
experimento in vitro os tratamentos também foram aplicados com o auxilio de
borrifadores por meio de pulverizacdo utilizando dois jatos (depois de colocar o disco
com o micélio) como padrdo para o recobrimento da placa de Petri com o biofilme.

Os frutos destinados a inoculacdo foram perfurados na regido central em dois
lados opostos com auxilio de um texturdmetro eletrénico TAXT-Plus® (Stable Micro
Systems Ltd, Surrey, Reino Unido), equipado com ponteira de 2 mm de diametro e
programado para perfurar 4 mm de profundidade e, entdo, foram inoculados com 10 pL
de uma suspenséo de 10° esporos por ml do fungo P. expansum. A suspensdo de esporos
foi preparada com &gua destilada esterilizada e 0,05% de Tween 20. Foi realizada a
contagem do ndmero de esporos com auxilio de uma camara de Neubauer
(hemacitdmetro). Apos inocular os frutos permaneceram em condi¢Ges ambiente por um
periodo de 24 h. para completa secagem dos frutos, e ap0s esse periodo foram aplicados
0s tratamentos.

As solucdes foram obtidas utilizando 1000 ml de agua destilada, 10 ml de TWEN
20, 0,5 ml do 6leo essencial e sonicados em sonicador (BANDELIN, Sonoplus HD 2200,
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Alemanha) equipado com ponteira MS 72, em quatro séries de dois minutos até a
completa homogeneizacao da solucao.

O biofilme de cera de carnatba na concentragdo de 25 % da Cera FEC 35, foi
obtido com a diluicdo de 250 ml da cera em 750 ml de a4gua destilada e 10 ml de TWEN
20. Apos a solucdo finalizada, os tratamentos que continham Oleos essenciais foram
adicionados 0,5 ml do Oleo essencial e posteriormente sonicados em sonicador
(BANDELIN, Sonoplus HD 2200, Alemanha) em quatro séries de dois minutos até a

completa homogeneizacao da solucao.

Figura 5 - Descrigéo da cera utilizada, Cera FEC 35. O porcentual varia de acordo com
0s parametros analiticos de qualidade da cera de carnaulba, que sdo determinados apds o
recebimento das matérias-primas.
PRODUTO INCI NAME CAS CONCENTRACAO
Cera de Carnauba Copernicia 8015-86-9 28a33%
Cerifera Cera

Alcool Cetoestearilico | Ceteareth-20 68439-49-6 4a5%
Etoxilado
Agua Aqua 7732-18-5 63 a67%

Fonte: Fenix Ceras e produtos derivados LTDA, 2019.
3.2.1 Experimento em meio de cultura

O experimento foi realizado em triplicata, sendo que em cada placa de Petri de
vidro (90 x 90 cm) foi isolado um disco de 0,7 cm de didmetro com o fungo P. expansum,
proveniente de coldnias com sete dias de idade, o isolado de P. expansum em frutos de
maga ‘Fuji’ foi fornecido pelo Laboratdrio de Fitopatologia da EPAGRI de Cagador, SC.
As placas de Petri foram acondicionadas em camara de crescimento no Laboratério de
Fitopatologia, do CAV/UDESC, a 23 °C e fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas 10
placas de Petri para cada tratamento, sendo cada placa de Petri uma repeti¢cdo. Em cada
tratamento foram avaliados a porcentagem do crescimento do micélio (%) e o nimero de
esporos, aos trés e cinco dias ap6s o isolamento, e 0 nimero e a viabilidade de esporos
(%), aos sete dias apds o isolamento.

Para determinar o nimero de esporos foi colocado 5 ml de uma solucdo de Tween
20 (0,05%) sobre as col6nias de P. expansum nas placas de Petri, utilizado um bastéo de
vidro para liberacdo dos esporos e, com auxilio da camara de Neubauer (hemacitdmetro)

sob o microscopio, foi contado o nimero de esporos, em uma amostra provinda de cada
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placa de Petri, utilizando-se cinco repeti¢es por tratamento. Contaram-se 0s esporos da
area quadriculada central da cdmara de Neubauer. O nimero de esporos contados foi
multiplicado por 10.000 para obter-se o nimero de esporos por ml de solugdo
(FERNANDEZ, 1993).

A porcentagem de crescimento do micélio (%) foi avaliada fazendo anélise de
percentual de recobrimento da col6nia de P. expansum.

A viabilidade de esporos (%) foi avaliada a partir da solugdo utilizada para a
contagem do numero de esporos aos cinco dias apés o isolamento. Colocou-se 0,5 ml da
solucdo de esporos em placas de Petri com meio &gar-agua. As placas foram seladas e
incubadas em cdmara de crescimetno a 23 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apos 48 horas,
com auxilio do microscépio, foram contados 100 esporos, e desses 0S esporos que
apresentavam tubo germinativo igual ou superior ao seu tamanho foram considerados

viaveis, foram utilizadas trés repeticdes para cada tratamento.

3.2.2 Experimentos com macas ‘Fuji’

No experimento em condi¢des ambiente, cada tratamento foi constituido de quatro
repeticdes de 15 frutos, que foram inoculados com P. expansum e posteriormente
expostos sob condicdes ambiente (temperatura 23+0,5°C e 63+2%) por 10 dias e
avaliados quanto a severidade de podridao, teor de compostos fendlicos totais (casca e
polpa), atividade das enzimas peroxidase (POD) e superoxido dismutase (SOD) e
compostos volateis. Os frutos ndo inoculados também constituido de quatro repeticdes de
15 frutos ficaram sob condi¢cdo ambiente (temperatura 23+0,5°C e 63+£2%) e avaliados 0s
atributos de incidéncia de podriddo, firmeza de polpa, sélidos sollveis, acidez titulavel,
cor da epiderme em termos de angulo hue (h°), lightness (L) e croma (C), taxas
respiratoria e de producdo de etileno.

Para o experimento em atmosfera refrigerada, apds a colheita, os frutos foram
transportados ao laboratorio de Fisiologia e Tecnologia Pos-colheita do CAV/UDESC, e
analisados quanto aos atributos indices de iodo-amido (1-5) e de cor vermelha (0-100),
firmeza de polpa, sélidos soluveis, acidez titulavel, cor da epiderme em termos de angulo
hue (h°), lightness (L) e croma (C). Entéo os frutos foram padronizados por tamanho e
separados por amostras.

Para 0 experimento pos-armazenamento, frutos armazenados em condicéo de AC,

durante um periodo aproximado de sete meses, foram transportados ao laboratorio de
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Fisiologia e Tecnologia Pos-colheita do CAV/UDESC. Trés amostras de 10 frutos foram
analisadas quanto aos atributos firmeza de polpa, sélidos soluveis, acidez titulavel e cor
da epiderme, em termos de angulo hue (h°), lightness (L) e croma (C). Os frutos restantes
foram selecionados, homogeneizados e entdo realizada a constitui¢do das amostras, sendo
avaliados os mesmos tratamentos do experimento em atmosfera refrigerada.

Cada tratamento foi constituido de quatro repeti¢fes de 15 frutos. No experimento
em atmosfera refrigerada, os frutos foram inoculados com P. expansum e posteriormente
aplicados os tratamentos e armazenados por um periodo de 30 dias em armazenamento
refrigerado (0 £ 0,5°C / UR de 90+5). No experimento pos-armazenamento foram
inoculados com P. expansum, posteriormente aplicados os tratamentos e analisados em
condicBGes ambiente por um periodo de sete dias. Os frutos destinados a inoculagéo foram
perfurados na regido equatorial em dois lados opostos com auxilio de um texturdmetro
eletronico TAXT-Plus® (Stable Micro Systems Ltd, Surrey, Reino Unido) equipado com
ponteira de 2 mm de diametro e programado para perfurar 4 mm de profundidade e, ent&o,
foram inoculados com 10 pL de uma suspensio de 10° esporos por ml de P. expansum.
A suspensao de esporos foi preparada com agua destilada esterilizada e 0,05% de Tween
20. Foi realizada a contagem do numero de esporos com auxilio de uma camara de
Neubauer (hemacitdmetro).

Em ambos experimentos os frutos inoculados foram avaliados quanto a severidade
de podriddo, teor de compostos fendlicos totais (casca e polpa), atividade enzimatica:
peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD) e perfil de compostos volateis. Ja os
frutos ndo inoculados foram armazenados por um periodo de cinco meses (0 + 0,5°C / UR
de 90+2%) e seguidos por sete dias em condi¢cdes ambiente (23+3°C e 63+5%) e,
avaliados os seguintes atributos: incidéncia de podridao, firmeza de polpa, solidos
sollveis (SS), acidez titulavel (AT), cor da epiderme em termos de angulo hue (h°),

lightness/luminosidade (L) e croma (C) e taxas respiratéria e de producédo de etileno.

3.3.3 Analises de Qualidade e de Compostos Bioativos

Os valores de AT (% acido malico) foram obtidos através de uma amostra de 10
ml de suco, obtido pelo processamento dos frutos em uma centrifuga. Essa amostra foi
diluida em 90 ml de agua destilada e titulada com solucdo de NaOH 0,1N até pH 8,1,
utilizando titulador automatico (SCHOTT Instruments , TitroLine® Easy, Alemanha).Os
teores de SS (°Brix) foram determinados em um refratdmetro (Atago®, modelo PR201a,

Japdo), utilizando uma aliquota do suco obtido pelo processamento dos frutos.
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A cor da casca foi avaliada em termos de valores de Lightness/luminosidade (L),
croma (C) e angulo ‘hue’ (h°), com o auxilio de um colorimetro (Konica Minolta, modelo
CR 400, Jap&o). As leituras foram realizadas em dois pontos opostos da regido equatorial
dos frutos (regido mais e menos vermelha). O indice de cor vermelha foi determinado
através de uma escala com indices de 1 a 4, em que o indice 1 indicou uma superficie
pigmentada de vermelho equivalente de 0 a 25% da superficie total do fruto, o indice 2
de 26 a 50%, o indice 3 de 51 a 75% e o indice 4 de 76 a 100% da superficie total do
fruto.

A firmeza de polpa (N) foi determinada na regido equatorial dos frutos, em duas
superficies opostas, apos a remogao de uma pequena porcao da epiderme, com auxilio de
um penetrémetro eletronico (GUSS Manufacturing Ltd, Africa do Sul) equipado com
ponteira de 7,9 mm de diametro.

O indice de iodo amido foi avaliado utilizando uma escala de 1 a 5. Onde, indice
1 indica o teor méximo de amido, e o indice 5 representa 0 amido totalmente hidrolisado.

Para a obtencdo dos extratos, para a analise dos compostos fendlicos totais (CFT),
utilizou-se 5 g da amostra (casca e polpa), que foi homogeneizado com 10 ml de metanol
50%. A solucéo permaneceu em repouso por 60 min a temperatura ambiente e em seguida
foi centrifugada (Hitachi, CR22N, Jap&o) refrigerada (4 °C) por 20 min a 10.000 rpm.
Filtrado o sobrenadante em baldo volumétrico de 25 ml. A partir do residuo da primeira
extracdo foi adicionada 10 ml de acetona 70%, homogeneizado e colocado em repouso
por mais 60 min a temperatura ambiente, e entdo centrifugado novamente por 20 minutos
a 10.000 rpm. Transferiu-se o sobrenadante para o baldo volumétrico (que contém o
primeiro sobrenadante) e foi completado o volume para 25 ml com agua destilada. Os
extratos foram reservados para analise de CFT e atividade antioxidante total.

A determinacdo do teor de CFT foi realizada empregando o reagente de Folin-
Ciocalteau, conforme descrita por Roesler et al. (2007). Inicialmente foi preparada a
solucdo de acido galico, utilizando 10 mg de acido galico em 100 ml de metanol P.A. Em
seguida foi preparada a solucdo de carbonato de sédio, para a qual foi usada 10 g do
reagente e feita a diluicdo em &gua destilada em baldo de 100 ml. A solugdo Folin-
Ciocalteaufoi diluida na proporcdo de 1:3 (Folin-Ciocalteau: Agua Destilada). Para a
obtencgdo da curva padrdo do &cido gélico, foi pipetado em tubos de ensaio diferentes
aliquotas de metanol e da solugédo de &cido galico na concentracdo de 0, 10, 30, 50, 70,
90 e 100 ppm. Para andlise foram adicionados em cada tubo, na ordem, 2,5 ml de Folin-

Ciocalteau, 0,5 ml de amostra e 2,0 ml da solucdo de carbonato de sédio 10%. Para o
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branco, foram utilizados os mesmos reagentes citados anteriormente e 0,5 ml de metanol,
substituindo a amostra. Os tubos foram agitados em vortex (Gehaka, AV-2, S&o Paulo),
e vedados com parafilme e em seguida incubados por uma hora ao abrigo da luz. As
amostras foram centrifugadas (Hitachi, CR22N, Japao) e a leitura realizada em leitora de
microplacas no comprimento de onda de 765 nm. Os resultados foram expressos em mg
de equivalentes de acido galico por 100 g da amostra (mg EAG 100 g™2).

A taxa de producdo de etileno (nmol C2Hs kgt s?) foi quantificada por
cromatografia gasosa. Frutos de cada repeticdo foram acondicionados em recipientes de
4,1 L, com fechamento hermético. As taxas de producao de etileno foram obtidas pela
diferenca da concentracdo de C2Ha4, no interior do recipiente, imediatamente ap6s o seu
fechamento e depois de meia hora. Apds este periodo, utilizando uma seringa plastica de
1,0 ml, foram coletadas duas amostras da atmosfera do espaco livre destes recipientes, as
quais foram injetadas em foi um cromatdgrafo a gas, (PerkinElmer, Clarus 580 GC,
USA).

A taxa respiratoria do fruto foi quantificada com o uso de equipamento automatico
para controle de gases (Shelle, Alemanha). Frutos de cada repeticdo foram
acondicionados em recipientes de 4,1 L, com fechamento hermético. A taxa respiratdria
foi obtida pela diferenca da concentracdo de CO2, no interior do recipiente, apds o seu
fechamento e depois de meia hora.

Todas as etapas necessarias ao processo de determinacdo da atividade enzimatica
foram executadas a 4°C. A extracdo das enzimas peroxidase (POD) e superdxido
dismutase (SOD) foram realizadas conforme método descrito por Hammerschmidt et al.,
(1982), com modificagdes. Desta forma, em 0,5 g da amostra fresca (ja& macerado em
nitrogénio liquido) foi adicionado 5 ml de tampéo de fosfato de potassio (Vetec, Duque
de Caxias, Brasil), 0,200 M (pH 7,0) contendo 1 mM de polivinilpirrolidona insoltvel
(PVPP) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) e 1 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) (Synth, Diadema, Brasil) para cada 100 ml de tamp&o, homogeneizado em ultra-
turrax (Heidolph, SilentCruscher M, Alemanha), por 1 minuto e adicionado 0,1% de triton
(v/v) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil).

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o método descrito por
Giannopolitis e Reis (1977), com modificagdes. As reagdes foram realizadas em trés
tubos. No primeiro tubo, determinado como branco, uma aliquota de 50 puL de extrato
bruto da amostra de polpa e 25 pL de extrato bruto de casca, foi adicionada a 2,95 ml do

meio de reacdo, composto pelo tampéo de fosfato de potéssio 50 mM, pH 7,8, metionina
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13 mM, NBT 75 uM, EDTA 100 nM e riboflavina 2 Nm, e permaneceram em reagao
cobertos por papel aluminio durante 10 minutos. O segundo tubo, chamado de controle,
recebeu apenas a solucdo de trabalho, permanecendo pelo mesmo tempo de reacdo, porém
recebendo luz. O terceiro tubo recebeu a solucao de trabalho e as amostras, permanecendo
por 10 minutos em reacdo sob luz. As leituras das amostras foram realizadas com auxilio
de um leitor de microplacas (PerkinElmer, EnSpire, USA) no comprimento de onda de
560 nm. Os resultados foram U™ml*mg de proteina.

O extrato foi mantido em repouso por 15 min a 8°C e ap0s centrifugado a 12.000
rpm por 10 min a 4°C em centrifuga (Hitachi, CR22N, Japéo), 0,30 ml do sobrenadante
foi usado para ensaio enzimatico. Imediatamente apds a adicdo de 2,7 ml de uma mistura
reacional contendo tampao fosfato de potéssio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil): guaiacol:
H202 (5 ml: 0,0125 ml: 0,0163ml) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), foi definida a atividade
enzimatica como o aumento da absorbancia por minuto a 470 nm e o resultado foi
expresso em DO/mg de proteinas /minuto.

Os compostos volateis dos frutos foram isolados através da técnica de Solid phase
microextraction (SPME). As andlises foram realizadas em um sistema GC-MS
(PerkinElmer, Alemanha), que consiste em um cromatografo gasoso (modelo Clarus 680
GC) acoplado a um espectrometro de massas (modelo Clarus SQ 85). Em um vial com
capacidade de 40 ml, selado com tampa de rosca e septo de silicone revestido com PTFE
(Agilent Technologies, Alemanha), adicionou-se 1 g de amostra dos frutos (casca e
polpa), 1 g de NaCl e 5 ml de &gua deionizada. A amostra foi entdo submetida a incubacao
de pré-extracdo (equilibrio), sob agitacdo, durante 10 min a 30+1°C e em seguida a fibra
SPME (CAR/PDMS) montada num holder foi exposta a fase gasosa da amostra durante
25 minutos. Posteriormente a fibra foi exposta, por 10 min para dessorcdo a 250 °C, no
injetor do cromatdgrafo. A coluna utilizada foi a HP5 e o gas de arraste utilizado foi hélio
com fluxo de 1 ml min™. A temperatura inicial foi de 30 °C, por 5 minutos, com uma
rampa de aquecimento de 2 °C min até 120 °C, onde permaneceu nesta temperatura por
trés minutos, totalizando 34 minutos de corrida. A identificacdo dos compostos foi
baseada na biblioteca do cromatdgrafo, que indicou a probabilidade de similaridade de
cada composto com os dados contidos no software.

Os dados de severidade de mofo azul obtidos foram utilizados para céalculo da area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (VALE et al., 2004).

A AACPD foi determinada com a formula:

AACPD = X [(Si + Si+1)/2.(Ti+1-Ti)]
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Onde, AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenca, severidade; Si =
severidade da doenca, didmetro médio da lesdo iésima observacdo; Si+1 = severidade da
doenca, diametro médio da lesdo na avaliacdo i + 1; Ti = tempo em dias da iésima
observacao; Ti+1 = dias da avaliacdo i + 1. A Si foi calculada com a soma dos diametros
médios das lesdes, dividida pelo total de ferimentos ou de frutos. Foram 3 avaliacdes.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado.
Dados em porcentagem foram transformados para arco sen (x/100)°s, antes de se proceder
a andlise estatistica. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos comparam pelo teste de Tukey (p<0,05), com o auxilio do programa SAS
(SAS Institute, 2002).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Crescimento do micélio, nimero e germinacao de esporos

O crescimento do micélio de P. expansum em meio de cultura aos trés (Figura 6)
e cinco (Figura 7) dias apresentou comportamento semelhante, sendo os tratamentos que
tiveram menor crescimento foram cera de carnalba e cera de carnatba + 6leos essenciais
de citronela, cravo-da-india, e canela. Na contagem de esporos aos trés dias, 0s
tratamentos com cera de carnauba e cera de carnalba + citronela teve menor nimero de
esporos. Ja aos cinco dias, todos os tratamentos diferiram do controle, sendo os que
tiveram maior reducdo no nimero de esporos foram cera de carnalba e cera de carnatba
+ 0Oleos essenciais de citronela e cravo-da-india. Ndo houve diferenca entre tratamentos
para o numero de esporos germinados (Tabela 12). Plaza et al. (2004), utilizou 20 6leos
essenciais de diferentes espécies vegetais para determinar a atividade antifungica sobre o
crescimento de colbnias de P. digitatum e Penicillium italicum Wehmer. in vitro tanto
por contato direto quanto na fase de vapor. Os éleos de bétula, canela, cravo-da-india,
orégano e tomilho inibiram completamente o crescimento micelial in vitro de P. digitatum
e P. italicum em 1000 pL L~ (PLAZA et al.; 2004). No entanto, apds a transferéncia
desses tampdes fungicos para placas OSA (Agar de soro de laranja) ndo corrigidas, o
crescimento de ambos os fungos foi retomado. Portanto, a atividade foi fungistatica e ndo
fungicida (PLAZA et al.; 2004). O efeito supressor desses 6leos essenciais no crescimento
da coldnia foi gradualmente reduzido com a concentracdo (PLAZA et al.; 2004). Os
resultados obtidos in vitro demonstram que os Gleos essenciais de tomilho, orégano,

cravo-da-india e canela apresentaram a maior atividade inibitoria contra Penicillium spp.
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A inibicdo do crescimento micelial de P. digitatum e P. italicum foi obtida tanto por

contato direto quanto por constituintes volateis (PLAZA et al.; 2004).

Figura 6 — Crescimento do micélio (%) P. expansum (%), in vitro aos trés dias
(temperatura 23+5°C e 63+2%). Tratamerntos: T1- controle (somente agua), T2- Cera
de carnauba 25%, T3- Cera de carnalba 25%+ 0leo essencial de citronela 500 pL L-1,
T4- Cera de carnatiba 25% + 6leo essencial de cravo-da-india 500 pL L?, T5- Cera de

carnauba 25% + oleo essencial de Canela, T6 — Cera de carnaiba 25% +, 0leo essencial
de copaiba 500 pL L.

Figura 7 - Crescimento do micélio (%) P. expansum, in vitro aos quatro dias
(temperatura 23£5°C e 63+2%). Tratamentos: T1- controle (somente agua), T2- Cera de
carnauba 25%, T3- Cera de carnalba 25%+ 6leo essencial de citronela 500 pL L-1, T4-

Cera de carnatiba 25% + 6leo essencial de cravo-da-india 500 pL L, T5- Cera de
carnaliba 25% + 6leo essencial de Canela 500 pL L, T6 — Cera de carnatiba 25% +
6leo essencial de copaiba 500 pL L.
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Tabela 12 — Crescimento do micélio (%), numero de esporos e germinagdo de esporos
(%) de P. expansum, aos trés e cinco dias (temperatura 23+5°C e 63+2%), mantidos em
B.O.D. por cinco dias (23 °C, fotoperiodo de 12 horas) em meio de cultura BDA com
ou sem cera de carnauba (25%) e cera de carnalba com diferentes 6leos essenciais
(dose 500 uLL?) aplicados por pulverizacio.

Germinacao
Crescimento do Numero de de esporos
micélio (%) esporos (*10°)  no dia 5 ap6s
48h (%)
Tratamentos Dia 3 Dia 5 Dia 3 Dia 5
Controle 71,8a 88,7a 772a 193,1a 6,7 ab
Cera de carnalba 60,5b 719cd 489ab 79,1bc 10,0 a
Cera de carnalba + Citronela 36,3d 68,1d 109b 57,7c 40D
Cera de carnalba + Cravo-da-india 51,3¢ 72,4 cd 56a 71,4bc 3,0b
Cera de carnalba + Canela 615b 795bc 86,7a 112,3b 43b
Cera de carnalba + Copaiba 735a 852ab 686a 99,7b 6,7 ab
CV (%) 10,02 7,14 246 18,2 31,8

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferencga ndo significativa. Fonte: Producdo do proprio autor,2021.

A porcentagem de controle do crescimento do micélio aos trés dias foi de 15,74%
para cera de carnalba, ja a cera de carnalba + os OEs, foi de 49,44% para citronela,
28,55% para cravo-da-india, 14,35% para canela e copaioba ndo houve controle. Aos
cinco dias, a cera de carnauba teve controle de 18,94%, e a combinacdo de cera de
carnalba + os OEs foi de 23,22% para citronela, 18,38% para cravo-da-india, 10,37%
para canela e 3,95% para copaiba. O numero de esporos aos trés dias em relacdo a
porcentagem de controle foi de 36,66% para cera de carnalba, e a cera com os OEs foi
de 85,88% para citronela, 27,46% para cravo-da-india, 11,14% para copaiba e canela ndo
houve controle. Ja aos cinco dias, 59,04% para cera de carnatba e com adi¢do dos OEs
70,12% para citronela, 63,02% para cravo-da-india, 41,84% para canela e 48,37% para
copaiba. E por fim a germinacdo de esporos ndo teve controle somente com cera de
carnatba, mas com a utilizagdo dos OEs teve controle de 40,03% para citronela, 55,02%
para cravo-da-india, 35,53% para canela e ndo houve controle na germinacao de esporos
para o OE de copaiba. Daferera et al. (2000) sugeriram que a eficacia dos 0leos essenciais
na redugdo de podriddes se deve principalmente aos compostos fendlicos timol e
carvacrol. Da mesma forma, foi relatado que timol, carvacrol e eugenol foram os
inibidores mais potentes da germinacdo e do crescimento de B. cinerea e Monilinia
fructicola G. Winter. (TSAO; ZHOU, 2000). Estudos demonstraram que os fenois
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apresentam atividade antifingica mais forte do que outros componentes importantes do
6leo, como alcoois, aldeidos, cetonas e ésteres (CHARAI et al., 1996). A atividade do
6leo de canela pode ser atribuida a componentes ndo fendlicos com conhecida atividade
fungitoxica, como o cananaldeido (PLAZA et al.; 2004). Apesar das propriedades
antifangicas (fungistaticas e / ou fungicidas) exibidas pelos 6leos essenciais mencionados
in vitro, seus efeitos supressores ndo foram demonstrados in vivo quando testados a 10,
100 ou 1000 pl I-*em laranjas inoculadas com P. digitatum ou P. italicum. A falta de
eficacia in vivo provavelmente se deve a natureza volatil dos constituintes, que
apresentaram maior atividade antifungica (PLAZA et al.; 2004).

Os possiveis mecanismos pelos quais a aplicacdo de cera reduz as doencas pos-
colheita em ameixas e nectarinas incluem: a formacdo de uma barreira fisica ao redor da
fruta que impede a entrada de patdgenos; modificacdo da atmosfera ao redor da fruta e a
acao direta da cera sobre os patdgenos (atividade antifangica) (GONCALVES et al.,
2010). Essa hipétese é reforcada pelo trabalho de Cruz et al. (2002), que mostraram que
a cera de carnalba contém proteinas de defesa como quitinase e glucanases, que parecem
inibir o crescimento inicial de Colletotrichum lindemuthianum Sacc e Magnus.,
Colletotrichum musae Berk. e Curtis. e Fusarium oxysporum Schlecht. e causam
alterac6es morfoldgicas durante o crescimento desses patdgenos. Esses mecanismos em
conjunto podem explicar a reducdo significativa observada nas incidéncias de podridao
parda e podriddo de Rhizopus sp. em ambas as espécies de frutos, pois os resultados foram
alcancados pela aplicacdo protetora do produto (GONCALVES et al., 2010). Resultados
que corroboram com os resultados obtidos, onde os tratamentos com cera de carnaiba

reduziram o crescimento do micélio e o nimero de esporos.

3.3.2 Experimento em condicdes ambiente

Na colheita, os frutos apresentaram, em relacédo a cor, L 70,2, C 34,5 e h® 96,6, na
regido menos vermelha, SS de 12,2 °Brix, AT de 0,32 % de acido malico, indice iodo-
amido de 4,0 e firmeza de polpa de 71,6 N.

Ap0s 10 dias em condi¢Bes ambiente, em relacdo aos atributos de cor, s6 houve
diferenca entre tratamentos na regido mais vermelha do fruto, diferindo do controle
somente o0 croma, onde 0s tratamentos com 06leos essenciais foram menores (Tabela 13).
Em goiabas, de maneira geral, as ceras com maior concentracao de soluto proporcionaram

leve retencdo da cor verde da casca (JACOMINO et al.; 2003). Os autores observaram
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que em relacdo as frutas ndo tratadas ou tratadas com Citrossol M, que possui apenas 10
% de cera de carnalba, a cera Meghwax, que possui 30% de cera de carnalba, foi a Unica
que diferiu significativamente do controle apds seis dias de armazenamento, retardando
em dois dias, aproximadamente, a evolucdo da cor da casca. As mudancas na coloragédo
da casca durante o amadurecimento sdo devidas tanto a processos degradativos quanto a
processos sintéticos que ocorrem ao mesmo tempo (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
Dependendo da concentracdo de cera, o filme depositado no produto pode alterar a
permeabilidade dos gases (vapor d'agua, Oz e CO2) (AMARANTE et al., 2001) e retardar
0 metabolismo do fruto, além de melhorar a estética do produto intensificando o aspecto
brilhante (CHEN; NUSSINOVITCH, 2000). Contudo, no presente trabalho, estes efeitos
ndo foram observados, de acordo com os dados de atributos de cor L, C e h°.

Tabela 13 - Atributos de cor (L, C, h°) lado mais ¢ menos vermelho em magas ‘Fuji’,
colhidas em Vacaria, RS, submetidas a tratamentos pds-colheita com emulsdes de cera
de carnalba (25%) e cera de carnatiba (25%) com 6leos essenciais (500 pL L),
seguidas de 10 dias em condi¢bes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+£2%).

Mais vermelho

Tratamentos L C he
Controle 43,2 abc 32,7a 39,4 ab
Cera de carnalba 42,4 be 31,8 ab 374b
Cera de carnatba + Citronela 411c 30,9 bc 35,1b
Cera de carnatba + Cravo-da-india 44,3 ab 30,1c 439a
Cera de carnauba + Canela 445 ab 30,6 bc 43,7 a
Cera de carnauba + Copaiba 450a 30,9 bc 440a
CV (%) 2,42 2,24 5,96

Menos vermelho

Tratamentos L C ho
Controle 68,8 ns 39,2 ns 93,0 ns
Cera de carnauba 68,3 38,7 93,2
Cera de carnatba + Citronela 67,7 37,5 92
Cera de carnatba + Cravo-da-india 67,6 38,6 93,6
Cera de carnalba + Canela 67,6 39,6 93,7
Cera de carnauba + Copaiba 67,8 37,8 92,6
CV (%) 1,92 2,9 2,98

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do préprio autor,2021.

A perda de massa foi maior nos frutos do tratamento somente com cera de
carnauba, e em relacdo as podriddes, taxa de producéo de etileno e taxa respiratoria do
fruto ndo houve diferenca entre tratamentos (Tabela 14). Em maracuja, apesar de a cera
carnatba também condicionar modificagdo da atmosfera, verificou-se que a utilizagéo

adicional da cera nos frutos envolvidos com o filme plastico ndo reduziu
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significativamente a perda de matéria fresca em relacdo a utilizacdo exclusiva do filme
plastico, onde a diluicdo utilizada da cera na proporgéo de 1:4 (m/v), pode ter sido elevada
e condicionado a permeabilidade além do limite que poderia conferir efeito aditivo na
reducdo da perda de massa fresca (MOTA et al., 2006).

Tabela 14 - Perda de massa (%), taxa de produgdo de etileno (nmol kg s), e taxa
respiratoria (nmol kg s1)em macis ‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, submetidas a
tratamentos pos-colheita com emulsBes de cera de carnalba (25%) e cera de carnaiba
(25%) com dleos essenciais (500 pL L) seguidas de 10 dias em condicdes ambiente
(temperatura 23£5°C e 63+2%).

Perda de . S
Etileno Respiracgao
Tratamentos massa
(%) (nmol kgts?) (nmol kgt s?t)

Controle 2,880 0,108 ns 175,7 ns
Cera de carnatiba 3,58 a 0,043 159,5
Cera de carnalba + Citronela 3,24 ab 0,095 175,1
Cera de carnatiba + Cravo-da-india 3,38ab 0,097 173,9
Cera de carnaliba + Canela 3,28 ab 0,118 195,3
Cera de carnalba + Copaiba 3,31 ab 0,05 185,8
CV (%) 7,01 41,5 15,2

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferencga ndo significativa. Fonte: Producdo do proprio autor,2021.

N&o houve diferenca em relacao a taxa de producdo de etileno e respiracdo (Tabela
14). Brown e Wills (1983), utilizando cera de carnauba em goiabas, além de encontrarem
reducdo na perda de massa, também determinaram um aumento no brilho da casca e
nenhuma alteracdo na coloracdo da casca, na taxa de respiracdo e na producdo de etileno.

O teor de SS e AT ndo apresentaram diferencas entre tratamentos (Tabela 15).
Jacomino et al. (2003) avaliou os efeitos das ceras de carnalba sobre pds-colheita de
goiabas Pedro Sato em condi¢Oes ambientais. O experimento foi realizado com cinco
ceras comerciais: Citrosol AK (18%), Citrosol M (10%), cera de fruta (18-21%),
Meghwax ECF-100 (30%) e Cera Cleantex (18,5-20,5%), avaliada 2, 4 e 6 dias apés a
aplicacdo do tratamento. Os autores observaram que a cera teve pouco efeito sobre teores

de SS, AT e 4cido ascérbico.
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Tabela 15 - Solidos soluveis (SS; °Brix), acidez titulavel (AT; % acido malico), firmeza

de polpa (N) em magés ‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, submetidas a tratamentos pos-

colheita com emulsdes de cera de carnauba (25%) e cera de carnaiba (25%) com 6leos
essenciais (500 pL L), sequidas de 10 dias em condi¢Ges ambiente (temperatura

23+5°C e 63£2%).
AT (%)
Tratamentos SS (°Brix) Firmeza (N)

Controle 13,6 ns 0,42 ns 75,7b
Cera de carnalba 13,3 0,45 79,4 a
Cera de carnauba + Citronela 13 0,48 72,7 bc
Cera de carnalba + Cravo-da-india 13 0,48 714 ¢
Cera de carnauba + Canela 12,8 0,48 73,4 bc
Cera de carnatba + Copaiba 13,1 0,49 749D
CV (%) 4,51 10,9 1,98

Meédias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do préprio autor, 2021.

Em relacdo a firmeza de polpa, a cera de carnaiba sem aplicacdo dos 6leos
proporcionou frutos com maior firmeza, porém os tratamentos com os 6leos essenciais
tiveram uma reducdo da firmeza, a destacar o OE de cravo-da-india (Tabela 15). As ceras
sdo classificadas como o revestimento lipidico mais eficiente para as frutas, podendo
reduzir a perda de agua, a taxa respiratoria e a atividade metabodlica, pode também
proporcionar brilho. A inclusdo de outros componentes, tais como 06leos, sdo barreiras
eficientes a agua. Entretanto, concentracGes altas destes componentes podem ser
prejudiciais ao criar condigdes de anaerobiose nas frutas, induzindo alteracfes
indesejaveis de sabor e odor, por serem susceptiveis a oxidacdo (DEBEAUFORT et al.,
1998). Embora ndo haja na literatura justificativa sobre a acdo dos OEs nas paredes
celulares dos tecidos vegetais, danos significativos causados por OEs e seus compostos
ativos no tecido da macd minimamente processada durante o tempo de armazenamento
podem induzir a liberacdo de alguns constituintes cruciais para a manutencédo da célula e
integridade da parede, causando uma redugdo importante na firmeza dessas amostras
(WANG et al., 2021).

A AACPD foi menor, em relacéo ao controle nos tratamentos cera de carnalba e
cera de carnatba combinada com os OEs de citronela, canela e copaiba (Tabela 16). A
porcentagem de controle foi de 8,69 % para cera de carnauba, de os tratamentos com cera
+ OEs, foi de 13,93% para citronela, 7,38 % para cravo-da-india, 9,06% para canela e

10,66 % para copaiba. A incidéncia de podridao nas tangerinas, durante a comercializacao
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simulada, foi reduzida pela aplicacdo de cera em frutos anteriormente armazenados a 5
°C, com a cera aplicada forma uma pelicula protetora (DA VEIGA et al., 2019). A
reducdo nos sintomas de podridGes pode estar relacionada com a redugéo da taxa dos
processos bioquimicos do amadurecimento e senescéncia que a cera propiciou pela
modificacdo da atmosfera interna dos frutos. Com esse atraso, o fruto pode manter sua
capacidade de produzir compostos biocidas, além dos tecidos estarem mais resistentes
aos patodgenos. Esses efeitos acarretam na reducdo de podridGes e atraso de infecgdes
ativas de patdgenos quiescentes (DA VEIGA et al., 2019).

Tabela 16 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), contetido de
compostos fendlicos totais (CFT; mg EAG.100 g), da polpa e da casca, em magcas
‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, submetidas a tratamentos pos-colheita com emulsoes
de cera de carnatiba (25%) e cera de carnatiba (25%) com 6leos essenciais (500 pL L™),
seguidas de 10 dias em condi¢fes ambiente (temperatura 23+5°C e 63£2%).

CFT
Tratamentos (mg EAG.100 g}
AACPD Polpa Casca
Controle 12,2 a 19,68 b 330,6 a
Cera de carnatiba 11,14 b 20,85 b 181,3 bc
Cera de carnatba + Citronela 105b 22,23 ab 183,6 bc
Cera de carnauba + Cravo-da-india 11,3ab 21,27 ab 165,3 ¢
Cera de carnatba + Canela 11,1b 24,75 a 1929 bc
Cera de carnalba + Copaiba 10,9 b 23,15 ab 2322 Db
CV (%) 4,23 7,51 13,3

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do préprio autor,2021.

O conteudo de CFT na polpa foi maior nos frutos submetidos a aplicagdo de cera
de carnalba com 0leo essencial de canela, em relacdo ao controle. Contudo, na casca 0
contetdo de CFT, em relacdo ao controle, reduziu nos frutos com aplicacdo de apenas
cera de carnaiba e em combinagdo com os 6leos essenciais, especialmente no tratamento
com cera de carnauba + 0Oleo essencial de cravo-da-india que apresentou o menor valor
(Tabela 16). Segundo Vidhysekaran (1988) diversas substancias fendlicas estdo
associadas a resisténcia a doencas como, por exemplo, acido clorogénico, &cido
protocatecoico e catecol, floridizina e arbutina (glicosideos fendlicos). Em uvas
‘Chardonnay’, infectadas dos Bois Noir (Candidatus Phytoplasma solani Quaglino.) a
quantidade de compostos fenolicos quando reduzida pode ser explicada, pela degradacéao

0 mais rapida de fenolicos compostos nos tecidos da baga devido ao menor conteido de
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metabolitos protetores (BLANCHFIELD et al., 2006), ou / e em um fluxo interrupcéo de
metabdlitos primarios, especialmente de carboidratos (HREN et al., 2009; FERRI et al.,
2011).

A atividade das enzimas peroxidase e superoxido dismutase na polpa néo
apresentou diferenca entre os tratamentos. Na casca, 0s tratamentos com cera de carnatba
e cera de carnauba + Oleo essencial de citronela tiveram aumento da atividade da
peroxidase, em relacdo ao controle (Tabela 17). As peroxidases participam da biossintese
do hormdnio vegetal etileno (ISIGHE et al., 1993), da oxidacdo de compostos fendlicos,
0s quais acumulam-se em resposta a infeccdo (FRY, 1986). Mudancas na atividade das
peroxidases tém sido frequentemente correlacionadas a resposta de resisténcia ou
suscetibilidade em diferentes patossistemas (STANGARLIN et al., 2011). O aumento da
atividade de peroxidase contribui para a resisténcia a doengas nas plantas infectadas.
Portanto, a inducdo de peroxidase por extratos vegetais e patdgenos em bolor cinza-macé
(B. cinerea) pode ser considerada um dos marcadores de resisténcia a doencgas durante a
fitopatogénese flngica.

A enzima superoxido dismutase também teve maior atividade no tratamento com
cera de carnalba + 6leo essencial de citronela. A reducdo da atividade enzimatica por
alguns OEs pode estar relacionada a composicéo do 6leo. Os componentes cinamaldeido
e eugenol sdo os principais componentes ativos do Oleo de canela e ambos os
componentes atuam como eliminadores de radicais livres e as atividades de CAT e SOD
diminuiram em péssegos durante o0 armazenamento ap6s 8 dias (MONTERO-PRADO et
al., 2011). Montero-Prado et al. (2011) explicaram ainda que a diminui¢do das enzimas
antioxidantes com o tempo durante 0 armazenamento poderia favorecer a producgéo de
maiores concentracdes de intermediarios reativos de oxigénio e isso poderia promover a
peroxidacao lipidica e o dano oxidativo. Também nesta investigacao, os vapores do 6leo
de canela apresentaram menor efeito na indugéo das atividades das enzimas de defesa
(CINDI et al., 2016) Pesquisadores demonstraram que a producdo e o acimulo de ROS
(H20: e radicais superoxidos) sao responsaveis pela resisténcia a doencas em plantas
(INZE; MONTAGU, 1995).
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Tabela 17 — Atividade das enzimas peroxidase (POD; DO*mg de proteinas™ min)e
Superdxido dismutase (SOD; U™tmlImg de proteina) da polpa e da casca, em magcas
‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, submetidas a tratamentos pos-colheita com emulsoes
de cera de carnauba (25%) e cera de carnatba (25%) com 0leos essenciais (500 pL L),
seguidas de 10 dias em condi¢Oes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+£2%).

POD SOD
DOmg de proteinas-t Utmlimgde
Tratamentos ( g minp) ( proteina%

Polpa Casca Polpa Casca
Controle 5,84 ns 262,2 bc 97,15ns  306,8 bc
Cera de carnatba 5,22 313,7a 08,78 381,3b
Cera de carnatba + Citronela 8,92 340,2 a 95, 67 489,1a
Cera de carnalba + Cravo-da-india 7,29 257,8 ¢ 77,81 316,9 bc
Cera de carnatba + Canela 7,67 307,0 ab 90,77 338,9 bc
Cera de carnalba + Copaiba 7,61 225,7c¢c 104,5 286,4c
CV (%) 31,5 6,33 12,5 9,63

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferencga néo significativa. Fonte: Producdo do proprio autor, 2021.

Sabor e aroma determinam a aceitacdo do consumidor quando excedem as
expectativas e a compra se repete (SALAZAR; OROZCO, 2011). Sendo assim os volateis
se tornam importantes, sendo os responsaveis diretos pelo flavor e aroma caracteristico
da fruta (BRAGA, 2013). Em relacdo aos compostos volateis (Tabela 18), o 1-butanol e
0 propionato de propila foram detectados somente no controle. O alcool (2E) -2-Hexenal
teve maior quantidade detectada no tratamento controle. Os alcoois 2-Metil-1-butanol e
1-hexano tiveram maiores picos com utilizacdo de OEs. Os ésteres acetato de 2-
metilbutila e &cido butirico, éster propilico, tiveram maior quantidade no tratamento com
cera de carnauba + OE de copaiba. O (2E) -2-Hexenal € um aroma componente de muitas
frutas e vegetais que contribuem para ‘Notas verdes’ (FLATH etal., 1967; HATANAKA,
1993). Sua producdo aumenta nos tecidos da fruta, a partir da ativacdo da via enzimatica
da lipoxigenase hidroperoxido liase, em resposta a ferimentos ou lesées (HATANAKA,
1993; HAMILTON-KEMP et al., 2003). O controle pode ter tido o maior pico em

resposta a infecgdo do P. expansum.
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Tabela 18 — Perfil de compostos volateis identificados (area relativa %) em magas ‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS na safra 2018/19, submetidas
a tratamentos pds-colheita com emulsdes de cera de carnatba (25%) e cera de carnadba (25%) com 6leos essenciais (500 pL L), sequidas de 10
dias em condi¢cOes ambiente (temperatura 23+5°C e 63£2%).

Area (%)
Composto Cera 25 % Classe
Controle Cera Citronela Cravo-da-india Canela Copaiba

acido 2-metilbutirico nd nd 0,21 +0,26 0,41+0,13 0,23+0,16 0,23+0,05 acido
acido acético 3,28+1,49 0,56+1,11 nd 0,28 £ 0,57 0,52 £0,41 nd acido
1-butanol 0,67 £0,78 nd nd nd nd nd alcool
2-etilhexanol 2,28+152 3,03+049 2,18+0,68 2,46 £ 0,31 2,25+0,21 3,36 £0,55 alcool
2-metil-1-butanol 1,34+191 277+291 3,67+0,64 5,46 + 1,06 430+1,08 552+1,57 alcool
2-hexenol 0,55+0,39 1,70+0,49 0,96+0,19 1,37 £ 0,29 1,02+0,17 248+1,15 alcool
1-hexano 6,68+0,97 12,16+5,18 9,11+199 1188+181 997+256 1554+543 alcool
decanal nd nd nd nd 0,27 +£0,28 0,28+0,24 aldeido
(2e) -2-hexenal 17,20+£3,36 13,71+3,12 12,35+3,34 16,37+5,19 13,20+1,52 11,11+ 3,59 aldeido
hexanal 25,41 +231 21,23+14,16 30,27+4,40 234+108 29,16+2,86 24,13+6,81 aldeido
nonanal 0,13+0,16 0,24+ 0,17 nd 0,16 £0,11 0,28+0,21 0,30+0,12 aldeido
acetato de etila 143+£098 222+150 2,22+0,15 2,74 +£0,31 2,52+0,83 2,47+0,40 éster
acetato de propila 3,02+2,06 3914328 1,59+0,17 1,52 +0,13 0,75+0,93 1,24+0,22 éster
acetato de isobutila nd nd nd nd nd 0,23+£0,16 éster
acetato de hexila 2,88+0,35 3544086 3,66+0,36 3,38+ 0,39 2,52+0,65 2,80+0,45 éster
(22) -2-acetato de hexenil nd 2,83 £2,02 nd 0,67 0,41 nd 1,54 +£1,37 éster
1-acetoxipentano nd nd nd 0,29 £ 0,19 065+131 0,22+0,15 éster
acetato de 2-metilbutila 0,29 £0,21 nd nd nd nd 12,91 + 0,86 éster
acido acetico, ester nd 0,35+0,24 nd nd nd nd éster

pentilico




Area (%)
Cera 25 %

Composto Controle Cera Citronela Cravo-da-india Canela Copaiba Classe
acido butirico, éster propilico 0,36 +0,03 0,34+0,29 0,52+0,30 nd nd 5,22 + 3,29 éster
butil 2-metilbutirato 240+0,37 044%+039 0,60£0,18 0,53 0,15 0,48+0,09 0,31+0,04 éster
butirato de etila 3,53 +4,05 nd 2,57 £ 0,66 1,73+0,44 411+449 1,40+1,10 éster
butirato de 2-metilhexila 1,15+£0,49 1,18+059 1,42+0,99 1,21 £0,27 nd 0,57 £ 0,16 éster
butirato de 2-metilpropila nd 0,25 £0,23 nd nd nd nd éster
butirato de butila 0,24+0,16 0,32+0,25 0,45+0,08 0,41+0,11 0,35+0,05 0,22+0,15 éster
butirato de propila nd nd nd 0,51+0,18 0,19+0,22 0,22%0,16 éster
etanoato de butila 6,48+0,37 8,41+240 7,63%0,29 7,81 +0,89 6,57 + 0,38 + éster
hexanoato de etila 0,11+0,13 0,29+0,21 0,60+0,12 0,59 £0,14 0,25+0,08 0,19 + 0,05 éster
hexanoato de propila nd nd nd 0,10+ 0,13 nd nd éster
hexilbutirato 029+0,20 041+0,24 0,49+0,37 0,41 +0,03 166+0,18 0,24 +0,02 éster
hexilcaproato 0,06 £0,07 0,1£0,07 0,11+£0,13 nd nd nd éster
2-metilbutil acetato 1257+0,35 1489+275 132+081 1335+0,69 1164+1,13 nd éster
2-metilbutirato de etila 6,78+459 3571493 4,89+256 3,92 + 3,39 491+381 6,59+4,16 éster
propanoato de butila nd 0,32 £0,39 nd 0,55+ 0,09 0,30+0,22 0,30%0,20 éster
proprionato de etila nd nd nd 0,95+ 0,69 0,69+0,80 0,24+0,28 éster
propionato de propila 0,11 +£0,23 nd nd nd nd nd éster
alfa - farneceno 0,67+041 056+021 1,10+£0,13 0,79 +£0,38 0,55+0,32 0,13+£0,15 Sesquiterpeno
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Fonte: PubChem Compound Summary. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/. Acesso: janeiro, 2021. Fonte: Elaboracéo da autora, 2021.
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3.3.3 Experimento em armazenamento refrigerado

Na colheita, os frutos apresentaram, em relagéo a cor, L 70,2, C 34,5 e h° 96,6, no
lado menos vermelho, SS de 12,2 °Brix, AT de 0,32 % de &cido malico, indice iodo-
amido de 4,0 e firmeza de polpa de 71,6 N.

Na saida do armazenamento, a quantidade de perda de massa, podriddo e taxa
respiratoria ndo apresentaram diferencas entre tratamentos. A taxa de producéo de etileno
foi menor em todos os tratamentos com aplicacdo de cera de carnaiba, com ou sem
utilizacdo de 6leos essenciais (Tabela 19). Aplicando um revestimento na epiderme do
fruto, realiza-se o preenchimento parcial dos estbmatos e das lenticelas, reduzindo a
transferéncia de umidade e as trocas gasosas (MIRANDA, 2015). O inicio do
amadurecimento esta ligado ao aumento na producao de etileno e, considerando que O- é
necessario para a sua producdo, uma reducdo da permeacdo de O para o dentro do fruto
causara reducdo na producdo de etileno (QI et al., 1999), podendo prolongar a
conservacao do fruto (CALBO et al., 2007). A adicdo de lipidios possibilita a melhora
das propriedades de permeabilidade ao vapor d’agua, as caracteristicas de barreiras
controladas e melhora a resisténcia dos biofilmes produzidos a partir de proteinas,
demonstrando uma solucdo viavel para filmes proteicos (WANG et al., 2014). Ao revestir
produtos agricolas, a cera é capaz de modificar a concentracdo de gases em torno do
produto, reduzindo a concentragdo de Oz, aumentando a de CO> e consequentemente,
provocando uma reducdo da respiracdo, transpiracdo, biossintese de etileno e crescimento
de microorganismos, preservando desse modo, a qualidade e aumentando a longevidade
desses produtos (MATTOS et al., 2017). Ameixas revestidas com cera de carnatba 18%
e OE de capim limdo em diferentes concentracdes exibiram menor taxa de producao de
etileno (KIM et al., 2013). A taxa de producéo de etileno de ameixas revestidas néo foi
alterada significativamente pela concentracdo do Oleo essencial na emulsdo de
revestimento (KIM et al., 2013). Um aumento na taxa respiratdria esta relacionado a
atividade metabdlica das frutas, senescéncia dos tecidos e degradagdo celular
(SANCHEZ-GONZ ALEZ et al., 2011). A concentracdo do Oleo essencial teve pouco
efeito nas taxas de respiragdo das amostras revestidas em ambas as temperaturas de
armazenamento (KIM et al., 2013). Aos sete dias em condi¢gdes ambiente, simulando o
tempo de prateleira, para etileno os tratamentos com cera de carnatba + éleos de citronela
e copaiba tiveram reducdo na taxa de producéo de etileno (Tabela 19). Os revestimentos

comestiveis causaram altas concentra¢des de CO: e baixas concentra¢des de gas O2 nas
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frutas revestidas, resultando em reducéo da taxa de producédo de etileno (JIANG et al.,
2012).

Tabela 19 — Perda de massa (%), taxa de producéo de etileno (nmol kg s1), e taxa
respiratoria (nmol kg™ s1) em magas ‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, submetidas a
tratamentos pos-colheita com emuls@es de cera de carnalba (25%) e cera de carnaiba
(25%) com oleos essenciais (500 uL L), e armazenadas sob refrigeracdo (temperatura
de 1+0,2°C e 92+2% de UR) durante 4 meses, na saida do armazenamento e aos 7 dias
em condi¢cdo ambiente.

Perda de Etileno Taxa respiratoria
Tratamentos massa  (qmol kg-1s-1) (nmol kg-1 s-1)
(%) : : .
Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia7
Controle 3,30ns 0,198a 0,220a 135,2ns 150,8ns
Cera de carnalba 2,46 0,100 bc 0,129ab 127,7 119,9
Cera de carnalba + Citronela 291 0,107bc 0,113b  126,7 118,9
Cera de carnalba + Cravo-da-india 3,04 0,171ab 0,191ab 1454 122,2
Cera de carnalba + Canela 1,72 0,107 bc 0,150ab  136,2 136,3
Cera de carnalba + Copaiba 2,55 0,072c 0,111b 136,1 131,3
CV (%) 32,62 28,07 26,2 10,01 16,2

Meédias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do préprio autor, 2021.

Em relacdo aos atributos de cor da casca, na saida da cdmara, ndo apresentou
diferenca entre tratamentos (Tabela 20). Para Jo et al. (2014), houve uma diferenca
minima na mudanca de cor entre as magas revestidas com cera de carnalba e cera de
carnauba + 6leo essencial de capim limdo. A cera de carnauba previne a mudanca de cor
em frutas como manga e goiaba (HOA; DUCAMP, 2008; MCGUIRE, 1997).
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Tabela 20 — Atributos de cor da casca (L, C °h) em magas ‘Fuji’, colhidas em Vacaria,
RS, submetidas a tratamentos pds-colheita com emulsdes de cera de carnauba (25%) e
cera de carnauba (25%) com 6leos essenciais (500 pyL L*), e armazenadas sob
refrigeracdo (temperatura de 1+£0,2°C e 92+2% de UR) durante quatro meses, na saida
do armazenamento e apos sete dias em condi¢des ambiente (temperatura 23+5°C e

63+£2%).
Dia 0
Mais vermelho Menos
vermelho
Tratamentos L C h° L C he
Controle 456ab 32, 7ab 416ab 68,3ns 36,8ab 91,8ns
Cera de carnalba 422b 330ab 354b 669 347b 893
Cera de carnauba + Citronela 436ab 333ab 37,7b 67,6 356ab 89,2
Cera de carnaliba + Cravo-da-india 44,1ab 324ab 39,8ab 67,9 36,3ab 90,1
Cera de carnalba + Canela 476a 312b 47,7a 689 374a 96,5
Cera de carnalba + Copaiba 446ab 338a 382b 681 374ab 982
CV (%) 4,15 2,95 10,1 2,18 3,99 2,44
Dia 7
Tratamentos Mais vermelho Menos vermelho
L C h° L C h°
Controle 466a 34,3a 483a 69,0ns 40,3ab 951ab
Cera de carnalba 408b 319b 359b 659 388b 928b
Cera de carnatba + Citronela 444ab 326b 376D 675 396ab 920b
Cera de carnalba + Cravo-da-india 429ab 31,8b 40,0b 685 405ab 95,7ab
Cera de carnaliba + Canela 469a 319b 479a 69,1 412a 98,7a
Cera de carnalba + Copaiba 451ab 3322ab 41,7ab 67,5 40,0ab 916D
CV (%) 5,09 2,02 7,79 2,28 2,36 2,02

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca ndo significativa. Fonte: Producédo do préprio autor,2021.

Os atributos de cor da casca, ap0s sete dias em condi¢Ges ambiente, no lado mais
vermelho, o valor de L foi menor no tratamento com cera de carnadba. O valor de C, em
relacdo ao controle, foi menor nos tratamentos cera de carnadba isoladamente e em
combincdo com os 06leos essenciais de citronela, cravo-da-india e canela. Para o h°, os
tratamentos com cera de carnadba, cera de carnauba + 6leo essencial de citronela e o com
oleo essencial de cravo-da-india foram menores, mais amarelados (Tabela 20). A regido
menos vermelha, ndo apresentou diferenga. Resultados verificados por Chiumarelli e
Ferreira (2004), ndo observaram diferengas em relagéo a colorag@o de tomates “Débora”
revestidos com cera de carnauba comercial e frutos ndo revestidos. Esperava-se que 0s
tomates tratados com as emulsdes apresentariam diferengas em relacdo aos frutos

controle, como maior luminosidade, revestimentos lipidicos sdo barreiras controladoras



79

da permeacdo de gases, podendo influenciar na coloracgdo dos frutos (MIRANDA, 2015).
Segundo Assis et al. (2008), revestimentos a base de lipideos, como a cera de carnalba,
sdo hidrofdbicos e tendem a agir mais efetivamente como barreiras controladoras de
umidade e de permeacdo de gases (ASSIS et al., 2008).

O teor de SS néo apresentou diferenga entre os tratamentos. A AT teve diferenca
entre os tratamentos com OEs, sendo que o tratamento com citronela apresentou maior
AT. A firmeza de polpa foi maior nos frutos do tratamento controle, ndo diferindo dos
frutos do tratamento cera de carnalba. Os tratamentos com cera de carnauba e 0leos
essenciais reduziram a firmeza da polpa, especialmente nos 6leos essenciais canela e
cravo-da-india que proporcionaram os menores valores (Tabela 21). Kim et al. (2013)
observaram que revestimentos com nanoemulsdo de cera de carnatba incorporada com
6leo de capim-limdo ndo alteraram significativamente o sabor, a firmeza de polpa e o
brilho de ameixas, mas reduziram a perda de peso e a producdo de etileno e também
retardaram as mudancas na perda de cor e na concentracdo de compostos fendlicos
durante o armazenamento. Quando armazenadas a 4°C, a firmeza de polpa das ameixas

revestidas foi maior do que a das ameixas nao revestidas.

Tabela 21 - Solidos soluveis (SS; °Brix), acidez titulavel (AT; % &cido malico), firmeza
de polpa (N) em magas ‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, submetidas a tratamentos pds-
colheita com emulsdes de cera de carnatba (25%) e cera de carnalba (25%) com dleos
essenciais (500 pL L) e armazenadas sob refrigeracdo (temperatura de 1+0,2°C e
92+2% de UR) durante quatro meses, na saida do armazenamento, mais sete dias em
condicbes ambiente (temperatura 23+5°C e 63£2%).

Tratamentos SS AT Firmeza
(°Brix) (%) (N)
Controle 13,0ns 0,248 ab 70,5a
Cera de carnalba 13,1 0,246 ab 68,3 ab
Cera de carnatba + Citronela 13,5 0,273 a 675b
Cera de carnaliba + Cravo-da-india 12,4 0,222 b 63,7¢C
Cera de carnalba + Canela 12,4 0,222 b 63,3 ¢
Cera de carnalba + Copaiba 12,7 0,239 b 66,9b
CV (%) 4,95 5,36 1,58

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do proprio autor, 2021.

A AACPD foi menor em todos 0s tratamentos com cera de carnauba e cera de
carnauba com 6Gleo essencial (Tabela 22), a porcentagem de controle foi de 10,60 % para

cera de carnauba, e com cera de carnauba e adigdo dos OEs, citronela com 10,60 % de
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controle, cravo-da-india 13,85 %, canela 14,38 % e copaiba com 14,60 %. A incidéncia
de podridGes em tangerinas, durante a comercializagdo simulada, foi reduzida pelo que a
aplicacdo de cera (DA VEIGA et al., 2019). A cera aplicada forma uma pelicula protetora,
revestindo os possiveis ferimentos da casca, que podem ser locais de infec¢do pelos
patdgenos, como o Penicillium spp. (DA VEIGA et al., 2019). Especificamente para este
patdgeno, a infec¢do ocorre somente através de ferimentos ou aberturas naturais, onde é
possivel obter os nutrientes que estimulam a germinacdo dos esporos, uma vez
depositados na superficie do fruto (FISCHER et al., 2007).

Tabela 22 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), contetido de
compostos fendlicos totais (CFT; mg EAG.100 g), da polpa e da casca, em magas
‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, submetidas a tratamentos p6s-colheita com emulsdes
de cera de carnauba (25%) e cera de carnaliba (25%) com 6leos essenciais (500 uL L) e
armazenadas sob refrigeragédo (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) durante quatro
meses, na saida do armazenamento, mais sete dias em condi¢6es ambiente (temperatura

23+5°C e 63+2%).
CFT (mg EAG.100 g})
AACPDS Polpa Casca
Controle 9,53 a 22,80 ns 391,3a
Cera de carnatba 8,52 b 23,02 351,3ab
Cera de carnatba + Citronela 8,40 b 23,05 351,5ab
Cera de carnatba + Cravo-da-india 821b 19,45 2078 ¢
Cera de carnauba + Canela 8,16 b 22,43 256,3 bc
Cera de carnatba + Copaiba 811b 21,82 268,4 bc
CV (%) 4,81 16,7 15,8

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferencga néo significativa. Fonte: Producgdo do proprio autor, 2021.

O conteudo de compostos fendlicos totais na polpa nao diferiu entre tratamentos.
Na casca, 0s tratamentos com cera de carnauba + 6leos essenciais de cravo-da-india,
canela e copaiba proporcionaram frutos com menor quantidade (Tabela 22). A diminuicéo
dos compostos fendlicos pode estar relacionada as atividades de certas enzimas, como a
polifenol oxidase e a peroxidase (MENG et al.;2008). Essa redugdo nos compostos
fenolicos pode ser devido a oxidacdo, que é acelerado por enzimas como polifenol
oxidase e peroxidase (MENG et al., 2008). Os revestimentos contendo OE podem formar
uma barreira de oxigénio eficaz na superficie dos frutos, e assim ser Gtil para minimizar
a oxidacao de compostos fenolicos, porém essa barreira as propriedades do revestimento

podem ser aumentadas com uma concentragdo mais elevada de OE (KIM et al., 2014).
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Em relacdo a atividade da enzima peroxidase, na polpa, foi maior quando foi
utilizado cera de carnalba + 6leo essencial de citronela, ao passo que na casca nao houve
diferenca entre tratamentos. A atividade da enzima superédxido dismutase, na polpa, foi
maior nos tratamentos cera de carnaiba + 6leos essenciais de cravo-da-india e canela,
sendo que na casca os tratamentos ndo diferiram entre si (Tabela 23). A senescéncia de
frutas foi positivamente correlacionada com enzimas antioxidantes como CAT, SOD e
POD (LEMOINE et al., 2010; SHAO et al., 2013). Para Fan et al. (2014), o tratamento
com cera + citral induziu um aumento nas atividades CAT, SOD e POD. Com rela¢édo a
atividade de POD, os autores observaram diminui¢do no conteudo da atividade POD em
amostras tratadas com cera nos primeiros trés dias, mas um aumento da atividade da
enzima de 4,3 vezes em frutas tratadas com cera + citral, do que em amostras tratadas
com cera. Dentre as alternativas relatadas na literatura, a inducdo de resisténcia do
hospedeiro ao patégeno por microrganismos com atividade 'killer' tem sido apontada
como uma opgao promissora para o controle de doencas de plantas, uma vez que séo
ativos contra um amplo espectro de patdgenos e sdo mais seguros gque outras alternativas
(COMITINI et al., 2009; WALLING, 2001).

Tabela 23 - Atividade das enzimas peroxidase (POD; DO*mg de proteinas™ min)e
Superdxido dismutase (SOD; U™ml*mg de proteina) da polpa e da casca, em magas
‘Fuji’, colhidas em Vacaria, RS, submetidas a tratamentos pos-colheita com emulsoes
de cera de cera de carnauba (25%) e cera de carnaliba (25%) com 0leos essenciais (500
uL L) e armazenadas sob refrigeracdo (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR)
durante 4 meses, na saida do armazenamento, mais 7 dias em condi¢Ges ambiente
(temperatura 23£5°C e 63+2%).

POD SOD
(DO mg de proteinas™ (U mltmg de
min) proteina)
Tratamentos Polpa Casca Polpa Casca
Controle 416 Db 333,2ns 70,5¢ 472,2 ab
Cera de carnatiba 5,86 ab 426,9 76,5 bc 467,1 ab
Cera de carnaiba + Citronela 6,64 a 384,7 88,9 abc 393,1b
Cera de carnauba + Cravo-da-india 6,7 ab 346.,8 103,7 a 411,3b
Cera de carnatiba + Canela 6,49 ab 333,4 979 ab 493,1 ab
Cera de carnalba + Copaiba 6,26 ab 2975 93,5 abc 576,5a
CV (%) 16,1 18,8 12,6 12,5

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca néo significativa. Fonte: Produgéo do proprio autor,2021.
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O écido 2-metilbutirico e o éster butirato de butila foram encontrados nos
tratamentos, menos no controle, enquanto o 2-Metil-1-butanol foi encontrado somente no
tratamento controle (Tabela 24). O aroma de maca ap0s o armazenamento depende de
varios fatores, incluindo o estagio de maturidade na colheita (HANSEN et al.,1992),
concentragOes de Oz e CO2 na atmosfera de armazenamento e periodo de armazenamento
(STREIF; BANGERTH, 1988). O perfil final do aroma de uma fruta é o resultado de um
fino equilibrio entre todos os compostos emitidos e, consequentemente, qualquer
alteracdo neste equilibrio resultara em alteracdes no sabor da fruta (LARA et al., 2006).
O 2-metilbutanoato de etila, Acetato de 2-metilbutila e acetato de hexila foram os
compostos que contribuem principalmente para o sabor "Fuji*, ambos na colheita e ap6s
o0 armazenamento (ECHEVERRIA, et al., 2004).



Tabela 24 — Perfil de compostos volateis identificados (area relativa %) em magas ‘Fuji’ colhidas em Sao Joaquim, SC na safra 2018/19,

armazenadas sob atmosfera controlada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente sete meses e submetidas a tratamentos

pos-colheita com emulsdes de cera carnalba e cera de carnalba com 6leos essenciais, permanecendo sete dias em condigdes ambiente
(temperatura 23£5°C e 63+2%).

Area (%)
Composto Cera25% Classe
Controle Cera Citronela Cravo-da-india Canela Copaiba

acido 2-metilbutirico nd 0,49 +0,10 0,46 + 0,10 3,56 + 6,19 2,68 4,95 0,31+ 0,06 acido
acido acético 0,58 + 0,41 0,48 + 0,08 0,33+0,42 0,12 +0,23 0,18 +0,35 nd acido
1-butanol 2,76 £ 0,56 2,21+£0,90 1,95+ 1,49 2,51+0,83 1,90+1,21 3,42 £0,87 alcool
2-etilhexanol 3,83+0,44 4,23 +0,30 5,35+ 1,08 3,61 +0,80 2,35+ 1,42 2,63+0,24 alcool
2-metil-1-butanol 1,19+ 2,38 nd nd nd nd nd alcool
2-hexenol 0,22 + 0,03 0,55+ 0,29 0,25+ 0,25 4,18 + 4,04 1,70 £ 2,25 0,37 +0,11 alcool
1-hexano 6,11 + 0,79 9,68 + 3,08 7,07 £ 4,10 9,70 + 3,76 8,60 + 2,40 8,30+ 1,41 alcool
(2) -oct-2-en-1-ol 0,58 £ 0,05 0,58 £ 0,08 0,50 £ 0,34 nd nd nd alcool
(2e) -2-hexenal 10,37 + 0,64 10,99 +0,61 12,41+ 3,02 10,43+ 1,24 8,85+456 10,70+1,51 aldeido
hexanal 3069+234 21,38+11,05 22,19+155 22,20+13,03 2392+1542 31,72+0,28 aldeido
acetato de etila 4,67+1,72 7,13+1,85 3,05+1,99 5,89+ 1,05 5,21 +2,09 9,40 + 2,65 éster
acetato de propila 1,70+ 0,03 2,28+0,31 1,74+ 0,78 0,51+0,41 1,30+ 0,56 159+ 1,13 éster
acetato de hexila 0,53+0,26 0,65 £ 0,27 0,66 £ 0,16 1,58 + 2,17 1,58 + 2,77 0,48+0,18 éster
1-acetoxipentano nd 0,23+ 0,26 0,17 +0,33 nd 0,05+0,10 nd éster
gﬁ:}%‘?lﬁ:‘g'“co’ ester 174+038  061+005 074+011  067£032  247+470 041+011  éster
butil 2-metilbutirato 1,93+0,26 2,09 +0,51 1,43 £0,99 1,54 £ 0,60 1,53+0,36 1,98 £ 0,29 éster
butirato de etila 1,97 £ 0,44 2,19 +£0,64 2,08 +0,39 4,07 + 4,65 6,09 + 5,57 1,99+0,61 éster
butirato de 2-metilhexila 1,91+£0,25 1,14 £0,33 1,45+0,35 0,96 + 0,56 0,98 +0,19 0,98 +0,42 éster
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Area (%)
Cera 25 %

Composto Controle Cera Citronela Cravo-da-india Canela Copaiba Classe
butirato de butila nd 0,46 + 0,04 0,55+0,11 0,54 £ 0,25 0,35+0,14 0,31+ 0,09 éster
etanoato de butila 9,25+ 0,64 10,63+0,44 12,17 +1,90 8,40 + 4,10 5,68 + 3,12 8,69 +0,12 éster
hexilbutirato 1,08+0,11 0,69 +0,10 1,04 £0,24 0,78 + 0,14 0,59 £ 0,14 0,45+0,19 éster
2-metilbutil acetato 12,91 + 0,86 1493+0,82 14,87 +2,49 9,65 6,70 1181+1,36 11,21+1,26 éster
2-metilbutirato de etila 1,79 £0,52 2,06 £ 0,90 1,94 £ 0,39 4,63 + 5,69 9,72+1447 3,63+1,97 éster
proprionato de etila 0,19+0,38 0,63 £ 0,57 0,63 £0,46 nd nd nd éster

alfa - farneceno 3,92+3,11 1,44 +1,22 3,64 £0,77 1,42 +1,33 1,53+ 0,55 1,64 £0,70 Sesquiterpeno

Fonte: PubChem Compound Summary. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/. Acesso: janeiro, 2021. Fonte: Elaboracdo da autora, 2021.
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3.3.4 Experimento p6s-armazenamento

Na safra 2018/2019 os frutos, no momento da instalacdo do experimento,
apresentaram os atributos de cor L de 68,8, C de 38,4 e h° de 86,9, na regido menos
vermelha do fruto, SS de 14,0°Brix; AT de 0,242% &cido malico e firmeza de polpa de
68,1 N. Na safra 2019/2020, no momento da instalacdo do experimento, os frutos
apresentaram os atributos de cor L de 67,8, C de 35,7 e h° de 78,7, na regido menos
vermelha do fruto, SS de 15,2°Brix, AT de 0,230% de &cido malico e firmeza de polpa
de 74,2 N.

Nesse experimento, ndo houve diferenca entre tratamentos para perda de massa
na safra 2018/19. Na safra 2019/20, todos tratamentos com cera de carnauba e cera de
carnalba + Oleo essencial apresentaram maior perda de massa em relagdo ao controle
(Tabela 25). A composicdo quimica das ceras epicuticulares varia muito entre as
diferentes espécies de plantas, érgdos da mesma planta, estagio de desenvolvimento e
fatores ambientais (BORISJUK et al., 2014; MACKOVA et al., 2013). Oliveira et al.
(2003) avaliaram os efeitos de diferentes teores e composi¢des quimicas das ceras
epicuticulares foliares de espécies da Caatinga e Cerrado e mostraram que as ceras das
espécies da Caatinga foram geralmente mais eficazes contra a perda de 4gua do que as do
Cerrado. O recobrimento proporciona a modificacdo da atmosfera evitando a perda de
umidade (PEREIRA et al., 2014). Cantillano et al., (2011) avaliaram a aplicacdo de cera
a base de carnauba em tangerinas ‘Ponkan’ e identificaram, por microscopia eletrdnica,
homogeneidade na cobertura do flavedo do fruto, proporcionando uma barreira fisica
contra a perda de agua e evitando a penetracdo de patdgenos pelas aberturas naturais,
devido ao selamento da casca promovido pela cera. Os biofilmes a base de lipidios
normalmente sdo confeccionados a partir de ceras (BLUM et al., 2008). Os lipideos
apresentam uma O6tima barreira a umidade devido a hidrofobicidade caracteristica
(JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010). No entanto, eles apresentam algumas
desvantagens, como formacéo de fissuras, falta de homogeneidade, alteragdes sensoriais,
baixa adesdo ao produto e, em alguns casos, a alta barreira a gases que eles estabelecem,

leva a condic¢des anaerdbicas (CUTER, 2006).
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Tabela 25 — Perda de massa (%) e podridao (%) em magas ‘Fuji’ colhidas em S&o
Joaquim, SC, safras 2018/19 e 2019/20, armazenadas sob atmosfera controlada
(temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente sete meses e
submetidas a tratamentos pos-colheita com emulsdes de cera de carnaiba (25%) e cera
de carnauba (25%) com Gleos essenciais (500 pL L), permanecendo sete dias em
condicdes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+2%).

Safra 2019 Safra 2020
Perda de massa (%)  Perda de massa (%)
Tratamentos

Controle 2,59 ns 151b
Cera de carnauba 2,90 1,85a
Cera de carnatba + Citronela 2,42 1,84 a
Cera de carnauba + Cravo-da-india 2,66 1,98 a
Cera de carnauba + Canela 2,63 191a
Cera de carnauba + Copaiba 2,87 192a
CV (%) 17,90 3,40

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferencga néo significativa. Fonte: Producdo do proprio autor, 2021.

A firmeza da polpa também néo teve diferenca entre tratamentos, em ambas as
safras. A taxa de producgéo de etileno, na safra 2018/19, apresentou menor valor nos
tratamentos com cera de carnauba e cera de carnatba + OE, porém na safra 2019/20 néo
apresentou diferenca entre tratamentos. A taxa respiratdria, em ambas as sabras, ndo
diferiu entre tratamentos (Tabela 26). A diferenca na producédo de etileno nas safras pode
estar relacionada, na segunda safra, devido os frutos serem armazenados em Atmosfera
Controlada Dindmica (ACD), em que se injeta constantemente ou intermitentemente o
N2, em forma de gas, nas camaras de AC, eliminando o CO; através do principio da
diluicdo, o que poderia também diluir e remover o etileno liberado pelos frutos,
apresentando um efeito semelhante a um equipamento removedor de etileno
(BRACKMANN et al., 2005). Diferente da atmosfera controlada, ACD permite o
controle da pressdo parcial de O. e CO de forma dindmica, adaptando aos limites de
oxigénio e CO> tolerado pelos frutos, reduzindo assim as rea¢fes oxidativas e processo
de senescéncia, diminuindo o desenvolvimento de disturbios fisiologicos e perda de
qualidade (BOTH et al., 2015).0 armazenamento em ACD tem como principal vantagem
em relagéo a tradicional AC a manutencdo da firmeza de polpa, da acidez e da cor de
fundo da epiderme (NEUWALD et al., 2012).
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Tabela 26 — Taxas de producéo de etileno (nmol kg™ s?) e respiratdria (nmol kg™ s)
em magas ‘Fuji’ colhidas em S0 Joaquim, SC, safras 2018/19 e 2019/20, armazenadas
sob atmosfera controlada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por
aproximadamente sete meses e submetidas a tratamentos pos-colheita com emulsGes de
cera de carnauba (25%) e cera de carnalba (25%) com 6leos essenciais (500 pL L1),
permanecendo sete dias em condi¢cdes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+2%).

Safra 2018/2019
Etileno Respiracao
Tratamentos (nmol kg? s?) (qmol kg s?)  Firmeza (N)
Controle 0,173 a 434,9 ns 64,3 ns
Cera de carnauba 0,094 b 476,7 63,0
Cera de carnatba + Citronela 0,104 b 4844 60,3
Cera de carnauba + Cravo-da-india 0,096 b 424.8 61,4
Cera de carnatba + Canela 0,101 b 436,9 60,7
Cera de carnauba + Copaiba 0,088 b 440,2 62,7
CV (%) 16,7 12,6 4,81
Safra 2019/2020
Etileno Respiracao
Tratamentos (nmol kgt s1)  (nmol kg?s?) Firmeza (N)
Controle 0,009 ns 103, 1 ns 76,4 ns
Cera de carnauba 0,023 129,8 74,5
Cera de carnauba + Citronela 0,01 124,2 75,4
Cera de carnauba + Cravo-da-india 0,017 134,8 75,8
Cera de carnauba + Canela 0,009 124,3 77,1
Cera de carnauba + Copaiba 0,005 130,2 75,4
CV (%) 86,5 16,9 5,19

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferencga néo significativa. Fonte: Producgdo do proprio autor, 2021.

Em relacdo aos atributos de cor, em ambas as safras, ndo houve diferenca entre
tratamentos na regido mais vermelha do fruto (dados ndo apresentados). Na regido menos
vermelha, na primeira safra, o valor de h° foi maior nos tratamentos com cera de carnaiba
associada aos 0leos essenciais de cravo-da-india, canela e copaiba. Na segunda safra,
houve diferenca somente para atributos de cor C, com maior valor nos frutos do
tratamento cera de carnalba + 6leo essencial de cravo-da-india (Tabela 27). A cera de
carnauba pode ser aplicada em produtos com casca comestivel, devido ao fato de néo ser
toxica, conferir brilho e reduzir a perda de umidade, além de ser facilmente removida com
agua, se necessario (COSTA, 2018).
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Tabela 27 — Atributos de cor da casca (L, C °h) no lado menos vermelho em macés
‘Fuji’ colhidas em Sao Joaquim, SC, safras 2018/19 e 2019/20, armazenadas sob
atmosfera controlada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente
sete meses e submetidas a tratamentos pds-colheita com emulsdes de cera de carnatba
(25%) e cera de carnauba (25%) com 6leos essenciais (500 uL L), permanecendo sete
dias em condi¢cOes ambiente (temperatura 23+5°C e 63£2%).

Safra 2019
Regido menos vermelha
Tratamentos L C h°
Controle 67,6 ns 41,3 ns 851D
Cera de carnauba 25% 70,5 42,9 90,6 ab
Cera de carnatba 25% + Citronela 500 pL L™ 70,1 43,3 89,5 ab
Cera de carnatba 25% + Cravo-da-india 500 pL L* 71,1 42,8 922a
Cera de carnatba 25% + Canela 500 pL L™ 70,4 42,3 925a
Cera de carnatiba 25% + Copaiba 500 pL L* 70,6 43,1 92,5a
CV 2,33 2,93 2,94
Safra 2020
Regido menos vermelha
Tratamentos L C h°
Controle 62,4 ns 34,8b 76,9 ns
Cera de carnauba 25% 63,7 36,7 ab 81,6
Cera de carnatiba 25% + Citronela 500 pL L* 62,4 36,1 ab 80,2
Cera de carnatiba 25% + Cravo-da-india 500 pL L* 65,3 38,1a 85,6
Cera de carnauba 25% + Canela 500 pL L 61,8 35,2 ab 79,6
Cera de carnatba 25% + Copaiba 500 uL L* 62,6 38,9 ab 80,1
CV 2,93 3,73 5,78

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do préprio autor, 2021.

Para o teor de SS e AT, ndo foi observada diferenca entre os frutos que receberam
aplicacdo de cera de carnaiba, com ou sem aplicacBes de OEs, em comparacédo aos frutos
do tratamento controle, em ambas as safras (Tabela 28). Para Vieira et al. (2018),
independentemente das concentragdes empregadas, dos 6leos essenciais avaliados, ndo
tiveram efeito substancial na qualidade pos-armazenamento de macas 'Fuji' (polpa

firmeza, teor de SS, AT e cor de fundo da epiderme).
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Tabela 28 — Solidos soluveis (°Brix), acidez titulavel (AT; % acido méalico) em macas
‘Fuji’ colhidas em S&o Joaquim, SC, safras 2018/19 e 2019/20, armazenadas sob
atmosfera controlada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente
sete meses e submetidas a tratamentos pos-colheita com emulsGes de cera de carnalba
(25%) e cera de carnauba (25%) com 6leos essenciais (500 uL L), permanecendo sete
dias em condi¢cOes ambiente (temperatura 23+5°C e 63£2%).

Safra 2018/19 Safra 2019/20
SS AT SS AT
Tratamentos (°Brix) (%) (°Brix) (%)

Controle 141ns 0,161 ab 14,6 ab 0,255 ns
Cera de carnalba 13,8 0,165 ab 13,8b 0,229
Cera de carnalba + Citronela 13,2 0,149 b 149a 0,238
Cera de carnatiba + Cravo-da-india 13,6 0,173 ab 14,5 ab 0,261
Cera de carnalba + Canela 13,6 0,185a 14,5 ab 0,252
Cera de carnatba + Copaiba 13,6 0,173 ab 14,4 ab 0,239
CV 3,22 7,42 3,07 7,37

Meédias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca ndo significativa. Fonte: Producdo do préprio autor, 2021.

A AACPD, na safra 2019, foi menor no tratamento com cera de carnadba + 6leo
essencial de copaiba. Porém, na safra 2020 todos os tratamentos apresentaram valores
inferiores em relacdo ao controle, principalmente cera de carnaiba + dleo essencial de
citronela e cera de carnauba + Oleo essencial de cravo da india (Tabela 29). A
porcentagem de controle na safra 2019 foi de 0,95 % para cera de carnalba e cera + OE
de citronela, 3,81 % para cera de carnauba + OEs de cravo-da-india e canela e 5,24 %
com cera + OE de copaiba. Ja na safra 2020 a porcentagem de controle da cera de
carnauba foi d e 5,99 %, e os tratamentos com cera de carnauba + OEs, 11,98 % para
citronela, 11,38 % para cravo-da-=india, 8,89% para canela e 6,59 % para copaiba.
Citronelal, principal composto do 6leo essencial de citronela, foi capaz de inibir a
germinacdo de esporos e o crescimento micelial in vitro, assim como citral combinado
com cera de carnauba reduziu a incidéncia de P. digitatum (WU et al., 2016). Zore et al.
(2011) demonstrou que o citronelal pode inibir o crescimento de Candida albicans
Berkhout. afetando a integridade da membrana. O crescimento das lesfes dos fungos
testados, como P. adametzii e P. citrinum, foram completamente inibidos por citronelal
na dose de 112 mg L (NAKAHARA et al., 2013). Aguiar et al. (2014) e Arancibia et al.
(2014) observaram que citronelal é um dos principais componentes de alguns 6leos

essenciais de plantas e mostrou boa atividade antifungica contra Pyricularia
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(Magnaporthe) grisea, Aspergillus spp. e C. musae que causar podriddes em maca, tomate

e banana.

Tabela 29 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e atividade da
enzima Superoxido dismutase (SOD; U*MItmg de proteina) da polpa e da casca, em
magcés ‘Fuji’ colhidas em S&o Joaquim, SC, safras 2018/19 e 2019/20, armazenadas sob
atmosfera controlada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente
sete meses, inoculadas com Penicillium expansum Link. e submetidas a tratamentos
pos-colheita com emulsdes de cera de carnatba (25%) e cera de carnauba (25%) com
6leos essenciais (500 pL L), permanecendo sete dias em condi¢des ambiente
(temperatura 23£5°C e 63+2%).

AACPD Safra 2018/19
SOD (Utml*mg de

Safra Safra ( . g

proteina)
2018/19 2019/20
Tratamentos Polpa Casca
Controle 10,5a 16,7 a 785¢ 665,3 a
Cera de carnatiba 10,4 a 15,7b 92,7b 630,7 a
Cera de carnauba + Citronela 10,4 a 14,7 c 104,5 ab 610,0 a
Cera de carnatiba + Cravo-da-india 10,1 ab 148 ¢ 103,4 ab 601,4 a
Cera de carnatiba + Canela 10,1 ab 15,2 bc 97,2 ab 628,0 a
Cera de carnalba + Copaiba 9,95b 156 b 1094 a 501,4b
CV (%) 1,91 1,65 5,63 5,88

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferencga néo significativa. Fonte: Producdo do proprio autor, 2021.

A atividade da enzima superdxido dismutase, na safra 2019, na polpa foi menor
no controle em relacdo aos demais tratamentos. Na casca, o tratamento com cera de
carnalba + 0Oleo essencial de copaiba proporcionou menor atividade da enzima (Tabela
29). A enzima superdxido dismutase (SOD) é a primeira enzima na linha de defesa
antioxidante da célula, sendo responsavel pela dismutacdo do radical superéxido em
peroxido de hidrogénio, uma espécie menos reativa. A modificacdo da atmosfera pelo
filme podem induzir uma alteragcdo no metabolismo antioxidante como que evitando um
desequilibrio oxidativo, porém um aumento na atividade da SOD pode contribuir para o
acumulo de perdxido, uma vez que este é o produto de sua reagdo (GERMANO, 2016).
A maior atividade da SOD na polpa com aplicacdo dos tratamentos mostra que os frutos
tiveram resposta do metabolismo de defesa, ativando atividade da SOD.

A atividade da enzima peroxidase, na safra 2019, na polpa ndo apresentou
diferenga, na casca os tratamentos nao diferiram do controle, porém o tratamento com
cera de carnauba teve maior atividade do que cera de carnatba + OEs de canela e copaiba.

Na safra 2020, na polpa os tratamentos tiveram menor atividade em relacdo ao controle,
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e na casca os tratamentos com cera de carnalba + OEs de citronela, cravo e copaiba
tiveram menor atividade (Tabela 30). As peroxidases apresentam uma gama variada
quanto as fungdes na defesa celular, atuando nos processos de lignificacéo, suberizacéo e
metabolismo da parede celular, sendo classificadas como proteinas relacionadas a
patogénese pertencentes a familia PR-9 (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). Estas
enzimas sao também responsaveis pela deterioragdo de diversos materiais vegetais
durante o armazenamento, estando envolvidas em outros processos bioldgicos, tais como
nos processos de oxidacdo, ligacGes de polissacarideos, cicatrizacdes de ferimentos,
estresse fisioldgico, oxidacao de fendis, entre outras (FREITAS et al., 2008). No processo
de inducéo de resisténcia, as peroxidases sdo amplamente estudadas devido ao seu papel
central nos processos de defesa onde, na maioria dos casos, um aumento na sua atividade
pode ser diretamente relacionado a reducdo da severidade da doenca (ROCHA NETO,
2014). Resultado oposto foi obtido no presente trabalho onde os tratamentos com menor

atividade da enzima peroxidase apresentaram menor AACPD.

Tabela 30 — Atividade da enzima peroxidase (POD; DO*mg de proteinas™ min)e
Superdxido dismutase (SOD; UMItmg de proteina) da polpa e da casca, em magéas
‘Fuji’ colhidas em S&o Joaquim, SC, safras 2018/19 e 2019/20, armazenadas sob
atmosfera controlada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente
sete meses, inoculadas com Penicillium expansum Link. e submetidas a tratamentos
pos-colheita com emulsdes de cera de carnauba (25%) e cera de carnaiba (25%) com
6leos essenciais (500 uL L), permanecendo sete dias em condi¢fes ambiente
(temperatura 23£5°C e 63+2%).

Tratamentos Safra 2018/19 Safra 2019/20
POD (DO mg de proteinas™ min)
Polpa Casca Polpa Casca
Controle 18,3 ns 437,8 ab 30,9 a 2716 a
Cera de carnalba 18,6 4535a 229b 221,7 ab
Cera de carnalba + Citronela 17,8 4173 ab 143 ¢ 143,1 bc
Cera de carnalba + Cravo-da-india 19,5 391,9ab 95¢ 159,0 bc
Cera de carnaliba + Canela 17,9 364,7b 115¢ 191,6 abc
Cera de carnalba + Copaiba 16,8 3625b 10,3 ¢ 1136¢
CV (%) 13,1 8,63 16,8 23,1

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenca néo significativa. Fonte: Produgédo do proprio autor, 2021.

O contetdo de CFT na polpa, na safra 2019, foi mais elevado no tratamento com
cera de carnatiba + 6leo essencial de citronela. Na casca os tratamentos ndo diferiram do

controle, e na safra 2020 ndo houve diferenca (Tabela 31). Estudos mostram que a
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eficiéncia de 6leos essenciais na diminuicdo da esporulacdo do patdgeno pode ser
justificada pelo acimulo de compostos fenolicos no fruto dificultando o processo de
infeccdo do patdgeno (ANDRADE; VIEIRA, 2016). Porém no presente trabalho n&o foi
verificado o acumulo de compostos fendlicos associado a reducdo da lesdo por P.
expansum. Trabalhos apontam que o conteddo de compostos fenolicos pode ser
influenciado pelo estadio de maturacdo, cultivar, praticas culturais (nutricdo, irrigagéo,
poda e aplicacdo de reguladores de crescimento), origem geografica, condi¢des
ambientais e condicdes de armazenagem (KIM et al. 2003; HOANG et al., 2011;
STANGER et al., 2018).

Tabela 31 - Contetido de compostos fendlicos totais (mg EAG 100 g™ MF) da polpa e
casca, em magds ‘Fuji’ colhidas em S&o Joaquim, SC, safras 2018/19 e 2019/20,
armazenadas sob atmosfera controlada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por
aproximadamente sete meses, inoculadas com Penicillium expansum Link. e submetidas
a tratamentos pos-colheita com emulsdes de cera de carnalba (25%) e cera de carnauba
(25%) com o6leos essenciais (500 pL L), permanecendo sete dias em condigdes
ambiente (temperatura 23£5°C e 63£2%).

Safra 2018/19 Safra 2019/20
Tratamentos CFT (mg EAG 100 g MF)
Polpa Casca Polpa Casca
Controle 23,04 b 437,3ab  64,9ns 794,1ns
Cera de carnatba 2280b 4574 ab 62,2 720, 6
Cera de carnauba + Citronela 31,16 a 511,8a 70,74 719,9
Cera de carnauba + Cravo-da-india 2460 b 5129 a 62,88 835,3
Cera de carnatiba + Canela 22,73 b 369,2 b 64,59 776
Cera de carnalba + Copaiba 27,91 ab 468,8 ab 63,83 840,4
CV (%) 9,77 11,8 5,37 14,1

Médias ndo seguidas por letras iguais na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: diferenga néo significativa. Fonte: Producgdo do proprio autor, 2021.

Os ésteres butanoato de 2-metilhexila e butil 2-metilbutirato, foram detectados
em maior quantidade no tratamento controle (Tabela 32). Muitos acidos alifaticos e
aminoacidos das frutas verdes sdo convertidos em ésteres, alcoois e éteres, responsaveis
odor caracteristico da fruta (SIMOES et al., 2009; MATTHEIS et al., 1991).
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Tabela 32 — Perfil de compostos volateis identificados (area relativa %) em magas ‘Fuji’ colhidas em Sdo Joaquim, SC na safra 2018/2019,
armazenadas sob atmosfera controlada (temperatura de 1+0,2°C e 92+2% de UR) por aproximadamente 7 meses e submetidas a tratamentos pos-
colheita com emulsdes de cera de carnauba (25%) e cera de carnatba (25%) com 6leos essenciais (500 pL L), permanecendo 7 dias em
condi¢cdes ambiente (temperatura 23+5°C e 63+2%).

Area (%)
Composto Cera de carnauba 25% Classe
Controle Cera Citronela Cravo-da-india  Canela Copaiba

acido acético 0,77+154 091+155 0,24+0,28 0,28 +0,36 0,84+0,26 0,34+0,40 acido
1-butanol 1,32+1,52 nd 2,45+ 1,90 3,24 +1,06 3,564+1,47 3,11+£1,39 alcool
2-etilhexanol 354+060 289+169 293+0,56 2,55+0,20 2,53+0,34 2,61+0,72 alcool
2-metil-1-butanol 10,25+1,47 1745+15,66 11,04+4,19 1156+1,69 12,77+3,70 10,83 +4,20 alcool
2-hexenol 046+054 057+055 0,75+0,17 0,67 +0,45 0,59+0,40 0,68 +0,08 alcool
1-hexano 9,74+135 8,10+577 11,41+208 1134+170 12,10+2,73 10,71+1,65 alcool
(2e) -2-hexenal 7,32+090 6,75+1,12 6,30+0,74 6,30 + 0,34 6,34+0,38 6,06+0,94 aldeido
hexanal 37,18+1,83 31,98+2125 41,04+229 38,77+432 36,26+2,78 32,89 + 4,68 aldeido
acetona 2,73+044 137+120 2,75x234 3,67 1,52 416 +2,62 2,29+0,86 cetona
acetato de etila nd nd 0,79 £ 0,94 0,88+1,01 nd 0,95+1,19 éster
acetado de hexila 354+033 084+033 0,52+0,60 0,37 +0,45 nd 0,43 +0,29 éster
butil 2-metilbutirato 1,13+0,20 059+0,27 0,52+0,43 0,46 £ 0,56 nd nd éster
butirato de butila nd nd nd 0,20 £0,36 0,34+0,29 0,28+0,33 éster
butirato de etila nd nd nd nd nd 7,27 £12,75 éster
butirato de propila 054+0,27 1,02+176 0,12+0,23 0,31+0,40 0,26 +0,31 0,32+0,38 éster
butirato de 2-metilhexila 519+134 292+180 3,60+1,50 2,90+1,17 3,17+1,67 3,00+1,75 éster
hexilbutirato 0,97+0,10 0,82+0,19 nd nd nd bd éster
hexanoato de etila 1,06+0,18 128+052 146+0,16 1,01 +£0,46 1,23+£0,47 1,38+0,63 éster
hexanoato de propila 0,26 £ 0,03 nd nd 0,07 +£0,14 nd 0,06 £0,12 éster
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Area (%)
Cera 25% Classe
Composto Controle Cera 25% Citronela  Cravo-da-india Canela Copaiba
2-metilbutil acetato 1,70£0,61 496+510 2,64+1,59 2,20 £ 0,45 252+1,03 2,35+0,69 éster
2-metilbutil 2-metilbutirato 2,03+0,32 1,65+1,48 nd 0,77 £ 0,75 0,89+0,72 1,05+£0,43 éster
2-metilbutirato de etila 151+030 1,08+047 1,05%0,98 1,08 £ 0,47 1,46 £0,65 1,53+0,94 éster
4-metilpentanoato de etila nd 5,41 £ 10,60 nd nd nd nd éster
alfa - farneceno 11,27+181 10,79+7,26 10,24+124 1122+3,00 10,94+3,70 11,21 +4,90 Sesquiterpeno

Fonte: PubChem Compound Summary. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/. Acesso: janeiro, 2021. Fonte: Elaboracdo da autora, 2021.
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3.4 CONCLUSAO

A cera de carnalba e a cera de carnatba + os OEs reduzem o crescimento em meio de
cultura e o numero de esporos de P. expansum. Os OEs de citronela, cravo-da-india e canela,
todos os OEs associados a cera de carnalba reduzem a germinacao de esporos.

H& um aumento da perda de massa nos tratamentos com cera de carnalba e reducao na
firmeza de polpa dos frutos com a utilizagdo dos OEs, em condi¢cbes ambiente e em
armazenamento refrigerado. Os demais atributos de qualidade dos frutos ndo séo alterados.

Os tratamentos reduzem a severidade do mofo azul, tendo um menor teor de compostos
fendlicos. O tratamento com OE de citronela teve menor AACPD e teve menor teor de
compostos fendlicos. As enzimas SOD e POD apresentam comportamentos variados entre
tratamentos.

N&o ha presenca de compostos volateis caracteristicos dos OEs ou da cera de carnauba
em frutos tratados. No experimento ambiente, o 1-butanol e o propionato de propila foram
detectados somente no controle. O alcool (2E) -2-Hexenal tem maior quantidade detectada no
tratamento controle. No experimento em armazenamento refrigerado o acido 2-metilbutirico e
0 éster butirato de butila ndo sdo encontrados no tratamento controle. No pos-armazenamento,
0s ésteres butanoato de 2-metilhexila e butil 2-metilbutirato, sdo detectados em maior
quantidade no tratamento controle.
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4 CONSIDERAQ@ES FINAIS

Os oleos essenciais e os biofilmes utilizados nestes estudos ndo interferem na qualidade
dos frutos nas condicdes testadas (ambiente, armazenamento e pos-armazenamento), apesar dos
tratamentos com OEs tenderem quando utilizados juntos com a cera de carnauba a reduzir a
firmeza da polpa.

Nos frutos inoculados, os tratamentos com cera de carnauba e cera de carnatba + OEs
reduzem o crescimento do P. expansum em maca.

O teor de CFT tem interferéncia nos tratamentos, mas também esta diretamente ligada
aos processos que ocorrem naturalmente no fruto depois de colhido e com alteragoes
metabolicas das condi¢des de armazenamento, além de seu mecanismo de defesa, ja que o fungo
é inoculado no fruto antes de serem aplicados os tratamentos. Esperava-se que a reducdo da
lesdo causada pelo fungo nos tratamentos com biofilme e OEs estaria associada ao incremento
do teor de CFT e ativacdo da atividade enziméatica da POD e SOD, que poderiam estar
relacionadas ao mecanismo de defesa do fruto. A atividade das enzimas, podem ter tido um
pico de atividade e reduzido, porém a avaliacdo foi realizada somente do Gltimo dia de avaliacéo
de 7 a 9 dias ap0s a inoculacdo, também pode ter ocorrido a ativacdo de outras enzimas
relacionadas ao sitema de defesa do fruto ao ataque do patégeno, como quitinase, B-1,3-
glucanase, felilalanina aménia-liase entre outras. Outro fator que pode ter ocorrido, é que o
efeito dos biofilmes e dos OEs tem um efeito fungistatico dessa forma os tratamentos poderiam
ter atuado diretamente sobre o fungo.

O perfil de compostos volateis ndo apresentou aromas dos OEs nem dos biofilmes
utilizados, o que demonstra significativos avangos na pesquisa, ja que um dos principais
problemas na utilizacdo dos OEs é justamente o0 aroma deixado nos frutos. Dessa forma esse

tipo de aplicacdo deve continuar sendo aprimorado em pesquisas futuras.
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